Методы экологического мониторинга : большой специальный практикум : учебное пособие для студентов высших учебных заведений, обучающихся по специальностям 030500.10 «Профессиональное обучение (охрана окружающей среды и природопользование)», 020801 «Экология» by Радченко, Т. А. & Департамент «Биологический факультет»
ФЕДЕРАЛЬНОЕ АГЕНТСТВО ПО ОБРАЗОВАНИЮ 
УРАЛЬСКИЙ ГОСУДАРСТВЕННЫЙ УНИВЕРСИТЕТ им. А. М. ГОРЬКОГО
МЕТОДЫ
ЭКОЛОГИЧЕСКОГО
МОНИТОРИНГА
Большой специальный практикум
Допущено Учебно-методическим объединением 
по профессионально-педагогическому образованию в качестве 
учебного пособия для студентов высших учебных заведений, 
обучающихся по специальностям 030500.10 «Профессиональное обучение 
(охрана окружающей среды и природопользование)», 020801 «Экология»
Екатеринбург 
Издательство Уральского университета 
2005
УДК 502.175(076.5) 
М545
Ответственный редактор Т. А. Радченко
Авторский коллектив:
В. Н. Большаков (предисловие);
Э. Ф. Емлин (разд. 1); Г. И. Махонина, О. А. Некрасова (разд. 2); И. А. Утки­
на (подразд. 3.1); JI. А. Горланова, В. С. Мазепа, Р. М. Хантемиров (под- 
разд. 3.2); Г. Ф. Некрасова (подразд. 3.3, работы 1-6); Н. Н. Лопухова (под­
разд. 3.3, работа 7); В. Н. Позолотина (подразд. 3.4); Т. А. Радченко 
(подразд. 3.5); С. А. Шавнин (подразд. 3.6); Н. Н. Фирсов, С. В. Драчук 
(разд. 4); К. И. Бердюгин, В. Н. Большаков (разд. 5); Т. К. Стихина (разд. 6)
Методы экологического мониторинга: Большой специальный 
М545 практикум: Учеб. пособие. -  Екатеринбург: Изд-во Урал, ун-та, 
2005. -  236 с.
ISBN 5-7996-0338-9
УДК 502.175(076.5)
Спецпрактикум разработан при поддержке 
гранта Российского гуманитарного научного фонда 
РГНФ N9 04-06-83607 а/У и научной программы «Университеты 
России -  фундаментальные исследования» (проект ур. 07.01.442)
ISBN 5-7996-0338-9
© Уральский государственный университет, 2005 
© В. Н. Большаков, предисловие, 2005
ПРЕДИСЛОВИЕ
Общеизвестно, что воздействие человека на природу приобре­
ло глобальный характер. Масштабы и темпы антропогенных пре­
образований намного опережают уровень наших знаний о процес­
сах, происходящих в различных экосистемах. Чтобы сократить этот 
разрыв, необходимы комплексные фундаментальные экологичес­
кие исследования.
В настоящее время экология -  пример синтетического научно­
го направления, использующего багаж многих наук, прежде всего 
естественно-научного цикла. Возможно, это один из первых при­
меров науки нового поколения. Однако центральной идеей такой 
экологии остается идея о том, что экологические системы всегда 
включают в себя по крайней мере две составляющие -  биотичес­
кую и абиотическую, при этом ведущая, активная роль (соверше­
ние работы по поддержанию стационарного состояния системы 
вдали от термодинамического равновесия за счет внешних источ­
ников энергии) принадлежит первой из них.
Значительная часть экологических исследований посвящена 
изучению воздействия деятельности человека на основные типы 
природных сообществ: тундры, леса умеренной зоны, субтропи­
ки, тропики, саванны, степи, пустыни, острова и горы, водоемы 
и прибрежные районы. Исследуются также пути сохранения раз­
личных природных районов и генофонда животных и растений, 
влияние на окружающую среду пестицидов, гербицидов и минераль­
ных удобрений и ряд других проблем. Итогом этих исследований 
является составление научно обоснованных прогнозов изменений 
биосферы и отдельных ее участков и разработка рекомендаций 
по разумной хозяйственной деятельности человека, позволяющей 
сочетать материальное и духовное благополучие людей с нормаль­
ным функционированием экосистем.
В число первоочередных задач экологии входят не только на­
блюдения за воздействием загрязнений на структуру и функцио­
нирование наземных и пресноводных экосистем, но и разработка 
методологии мониторинга этого воздействия. Для решения дан­
ной задачи разрабатываются и совершенствуются программы хи­
мических и биологических наблюдений и измерений, которые 
могут быть использованы в системе мониторинга для оценки со­
стояния окружающей среды и прогнозирования тенденций его 
изменения. В связи с этим -осуществляются три направления ис­
следований:
1. Анализ процессов трансформации загрязняющих веществ 
в экосистемах и путей их переноса. В рамках этого направления 
проводится комплексное изучение важнейших загрязнителей, их 
миграций и трансформаций в экосистемах.
2. Исследование зависимости «доза -  эффект» посредством 
полевых наблюдений и лабораторных экспериментов. Здесь особое 
внимание уделяется характеристике состояния экосистем в зависи­
мости от концентрации накопленных в них загрязнителей. В связи 
с этим очень важными являются наблюдения за характером этих 
взаимосвязей на базовых и региональных станциях мониторинга, 
в центральной и буферной зонах биосферных заповедников. В пос­
леднем случае мы получаем возможность оценить реакцию жи­
вых организмов на воздействие фоновых уровней загрязнения 
природных сред.
3. Идентификация показателей изменений в экосистемах, явля­
ющихся результатом загрязнения окружающей среды. Для этого 
направления основным является поиск биологических индикато­
ров состояния окружающей природной среды на клеточном, орга- 
низменном, популяционном уровнях и на уровне экосистем.
Хотя информация о состоянии окружающей среды использу­
ется человеком достаточно давно, однако только в последнее время 
она стала столь значимой, что появился новый термин «монито­
ринг». По мнению Ю. А. Израэля (1977), мониторингом следует 
называть систему наблюдений, позволяющую выделять изменения 
состояния биосферы под влиянием человеческой деятельности 
и включающую в себя наблюдение, оценку и прогноз состояния 
природной среды. Мониторинг является необходимым условием
организации управления ее качеством. Существуют разные уров­
ни и виды мониторинга. Кроме того, организация системы мони­
торинга предполагает получение информации об исходном состо­
янии среды до наступления антропогенных изменений. Поскольку 
живые организмы наиболее комплексно отражают влияние небла­
гоприятных факторов на экосистемы, базовая информация посту­
пает при биологическом мониторинге. Являясь частью экологи­
ческого мониторинга, биологический мониторинг представляет 
собой систему слежения за ответной реакцией биоты, по суще­
ству, это мониторинг биоразнообразия и биоиндикация. Таким 
образом, хотя экологический мониторинг как процедура отслежи­
вания понимается ныне очень широко, однако в первую очередь 
это биологические методы контроля состояния окружающей при­
родной среды.
Методы экологического мониторинга и методы исследования 
экологии как науки находятся в состоянии развития. Поэтому вве­
дение государственных образовательных стандартов и учебных 
планов специальности «Экология» явилось важным шагом на пути 
формирования качественно нового специалиста, ориентированного 
на фундаментальную экологию как «синтетическое мультидис- 
циплинарное» направление. Объектами профессиональной дея­
тельности эколога могут быть экосистемы, популяции и сообще­
ства, модели экосистем, экологический мониторинг, управление 
в системе природопользования и охраны природы, контроль и про­
гноз загрязнений, а также мененджмент и маркетинг в экологии. 
Формирование такого специалиста -  с новым типом научного мыш­
ления -  должно базироваться на использовании прежде всего актив­
ных форм обучения, связанных непосредственно с работой с при­
родными объектами. А для этого необходимо иметь характеристики 
как живой компоненты, так и окружающей ее среды. Описатель­
ных приемов для решения многих современных экологических 
проблем недостаточно, поэтому развитие экологии как науки тес­
но связано с экспериментом. Практические рекомендации и тео­
ретические обобщения по результатам исследований на основе 
экспериментальных данных могут быть получены лишь при вла­
дении методикой и техникой эксперимента.
Составленный на кафедре экологии большой специальный 
практикум по экологическому мониторингу включает шесть разде­
лов и позволяет студентам приобрести навыки работы с широким 
кругом природных объектов -  растениями, животными, микро­
организмами, водой, воздухом и почвой, состояние которых необ­
ходимо оценивать при проведении экологического мониторинга. 
Поскольку разделы различаются по уровню имеющихся методи­
ческих разработок, в том числе и по количеству опубликованных 
руководств по анализам, в пособии приведены методики выпол­
нения работ или ссылки на общепринятые руководства. Логика 
практикума реализуется в последовательном знакомстве студен­
тов с методами определения характеристик различных природных 
объектов, пригодных для целей экологического мониторинга.
Основная задача большого специального лабораторного практи­
кум а- привить студентам профессиональные навыки проведения 
эксперимента и анализа -  от сбора первичных данных до обобще­
ния полученного материала. Студенты обучаются выбору необхо­
димой методики и четкой работе в соответствии с ней, постановке 
лабораторных опытов и алгоритму построения эмпирических обоб­
щений, анализу результатов наблюдений, изложению и оформлению 
полученных результатов и выработке практических рекомендаций. 
На основе общих представлений и навыков, приобретенных на спе­
циальном лабораторном практикуме, студенты смогут в дальнейшем 
самостоятельно осваивать методики и проводить любое исследо­
вание -  эксперимент или наблюдение -  в области экологического 
мониторинга.
В. Н. Большаков, 
академик, директор Института экологии 
растений и животных УрО РАН
1. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
МИНЕРАЛЬНОЙ СОСТАВЛЯЮЩЕЙ КОР 
ВЫВЕТРИВАНИЯ И ПОЧВ*
Освоение методик экспресс-анализа минеральной составляю­
щей почв и кор выветривания открывает широкие возможности 
исследования стадий и условий преобразования литогенной осно­
вы ландшафта и экзогенных геосистем в целом.
Работа 1
Кристаллооптический метод 
диагностики минералов
Цель работы : изучить устройство поляризационного микро­
скопа, подготовить его к работе и освоить основные приемы и ме­
тоды диагностики породообразующих минералов кристаллоопти­
ческим методом.
Содержание работы .
1. Настройка освещения поля зрения, центрирование объекти­
вов, определение цены деления окуляра микрометра, установка 
в стандартное положение анализатора и поляризатора, определение 
ориентировки осей индикатрисы в оптических компенсаторах.
2. Изучение размеров, формы, особенностей внутреннего стро­
ения и оптических свойств минералов в шлифах в проходящем 
поляризованном свете: цвет, плеохроизм, оптический рельеф, шаг­
реневая поверхность, относительный показатель преломления (ме­
тод Бекке).
3. Изучение минералов в скрещенных николях. Определение 
формы и ориентировки оптической индикатрисы в кристалле: сила 
двупреломления, угол угасания, наименование и ориентировка осей 
оптической индикатрисы в сечениях кристаллов разных сингоний
* © Э. Ф. Емлин, 2005
(оптически одноосные и двуосные, положительные и отрицатель­
ные, изотропные и анизотропные).
4. Диагностика салических минералов по их оптическим свой­
ствам; минералы кремнезема (кварц, халцедон, опал); плагиокла­
зы (лабрадор, олигоклаз), калиевые полевые шпаты (ортоклаз, 
микроклин).
5. Диагностика фемических минералов по форме, внутренне­
му строению кристаллов и их оптическим свойствам. Определе­
ние схемы плеохроизма, оптического рельефа, силы двупреломле- 
ния, угла угасания, систем спайности, характера удлинения.
Представление результатов. Краткое описание минеральных 
видов и их определение на основании диагностических признаков.
Работа 2
Петрографическое описание горных пород
Цель работы: освоить методику описания главных генетичес­
ких типов горных пород, составляющих литогенную основу ланд­
шафта, основные приемы и методы петрографического анализа.
Содержание работы.
1. Изучение строения и минерального состава интрузивных 
пород (перидотиты, габбро, диориты, граниты, сиениты). Описа­
ние вторичных изменений породообразующих минералов: соссю- 
ритизация и пелитизация полевых шпатов, хлоритизация биотита, 
замещение амфиболами и эпидотом пироксенов, серпентинизация 
пироксенов и оливина. Описание строения, минерального состава 
и вторичных изменений эффузивных пород (базальты, андезиты, 
риолиты). Описание «зеленокаменного перерождения» эффузивов, 
т. е. замещения ортомагматических минералов вторичными хло­
ритом, эпидотом, актинолитом, карбонатами, альбитом и кварцем.
2. Изучение минерального состава и строения глинистых по­
род, песчаников, известняков, доломитолитов; описание стадий их 
образования и изменения (седиментогенез, диагенез, катагенез). 
Подготовка к анализу и диагностика глинистых минералов -  кан- 
дитов, смектитов, иллитов. Оптический, термический, рентгено­
структурный, химический и электронно-микроскопический анализ.
3. Описание строения и минерального состава метаморфичес­
ких пород: филлитов, зеленых сланцев, серпентинитов, кварци­
тов, мраморов, кристаллических сланцев, амфиболитов, гнейсов.
Представление результатов. Описание и петрографическое 
определение горной породы на основании диагностических при­
знаков.
Работа 3
Изучение гипергенных изменений минералов
Цель работы : оценить степень устойчивости породообразую­
щих минералов в зоне гипергенеза.
Содержание работы .
1. Описание морфологии и степени развития пелитизации по­
левых шпатов в почвообразующих гранитах.
2. Исследование гипергенного замещения породообразующих 
фемических минералов продуктами их конечного гидролиза: опа­
лом, магнезитом, гетитом.
3. Оценка устойчивости минералов в генетических горизонтах 
кор выветривания различного типа.
Представление результатов. Отчет для каждого генетичес­
кого горизонта гипергенной зоны со списком породообразующих 
минералов исходной породы в порядке возрастания их устойчиво­
сти при выветривании.
Контрольные вопросы
1. Каким образом можно установить в стандартное положение поля­
ризатор, используя зерно биотита (сечение 1  (001))?
2. Если показатель преломления оптически изотропного минерала 
существенно меньше 1,540, какой оптический рельеф будет иметь зерно 
этого минерала в шлифе при наблюдении в проходящем свете?
3. Как отличаются по оптическим свойствам салические и фемичес- 
кие минералы,;
4. Какие способы определения состава плагиоклазов по их оптичес­
ким свойствам вы знаете'*
5. Как зависи! показатель преломления вулканического стекла от со­
держания SiO ’
6. Назовите известные вам диагностические признаки эффузивных, 
интрузивных, осадочных, метаморфических пород.
7. Каким образом можно установить последовательность образова­
ния минералов при описании петрографических шлифов?
8. Поясните содержание термина «псевдоморфоза гетита по пириту».
9. От чего зависят степень и характер пелитизации микроклин-пер- 
тита в гранитах?
10. Составьте ряд минералов по степени их устойчивости к выветри­
ванию.
11. Как отличить остаточный (элювиальный) опал от опала инфильт- 
рационного генезиса? -
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2. ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 
АНАЛИЗА ПОЧВ*
В почвоведении для оценки состояния почвы применяется боль­
шое количество характеристик, отражающих ее физическое состо­
яние и химический состав. Почвоведы стандартизировали боль­
шинство методов анализа, что позволяет им получать сравнимые 
результаты независимо от того, где и кем они получены. Для это­
го достаточно только сослаться на примененный метод.
В рамках большого спецпрактикума студенты осваивают весь 
цикл работ -  от подготовки почвы к анализу до представлений 
в систематизированном виде полученных результатов. После изу­
чения всех методов и получения соответствующих данных сту­
дентами составляется сводная характеристика почвы и на ее ос­
нове оценивается плодородие.
В учебных целях определение характеристик почвы сгруппи­
ровано в несколько лабораторных работ.
2.1. Х И М И ЧЕСКИ Е СВОЙ СТВА ПОЧВ 
Работа 1
Общие правила работы в химической лаборатории 
и подготовка почвы к химическому анализу
Цель работы : напомнить студентам общие правила работы 
в химической лаборатории; подготовить почвенный образец путем 
удаления корней, новообразований, включений и его измельчения 
для дальнейшего определения в нем содержания различных хи­
мических элементов и установления физико-химических характе­
ристик изучаемой почвы. Измельчение вещества перед анализом 
дает возможность более полного взаимодействия анализируемого 
вещества с реактивами.
* €> Г. И. Махонина, О. А. Некрасова, 2005
Правила техники безопасности в химической лаборатории, 
общие правила работы в химической лаборатории:
-  обращение с химическими реактивами;
-  оформление и ведение лабораторного журнала;
-  правила взвешивания на аналитических и технических весах;
-  правила приготовления процентных и титрованных растворов;
-  правила титрования;
-  правила фильтрования и прокаливания осадков;
-  правила выпаривания растворов.
Содержание работы . Прежде всего почву готовят для отбора 
аналитической пробы. Для этого почвенный образец массой 600- 
750 г размещают на листе бумаги и удаляют из него корни, вклю­
чения и новообразования. Дернину тщательно отряхивают от ко­
мочков почвы. Крупные комки почвы либо разламывают руками, 
либо дробят в фарфоровой ступке до диаметра 5 мм. Цель такого 
измельчения -  получить более однородный образец и иметь воз­
можность тщательно перемешать его при взятии средней пробы, 
которая должна характеризовать все свойства исследуемой почвы.
Среднюю пробу берут квартованием. Для этого измельченный 
дроблением образец после перемешивания располагают в виде 
квадрата или прямоугольника и делят диагоналями шпателем 
на четыре равные части. Две противоположные части высыпают 
в картонную коробку для дополнительных определений (структу­
ра, прочность). Ввиду того что в ходе большого специального прак­
тикума (БСП) эти исследования не проводятся, мы продолжаем 
работу с полным почвенным образцом.
Далее отбирается лабораторная проба на определение органи­
ческого углерода и азота. Почву тщательно перемешивают и распре­
деляют по листу ровным слоем толщиной 0,5 см в виде квадратов 
или прямоугольников, которые делят горизонтальными и верти­
кальными линиями на небольшие квадраты или прямоугольники 
размером 3 х 4 см2.
Из каждого квадрата или через один берут шпателем неболь­
шое количество почвы, захватывая ее на всю глубину слоя. Для 
определения органического углерода и азота требуется около 10 г 
почвы (десертная ложка). Если за один прием нужного количе­
ства набрать не удается, то почву перемешивают, снова делят 
на квадраты и вновь берут пробы.
Взятую пробу распределяют на бумаге, тщательно отбирают 
корешки с помощью пинцета, раздавливая им комочки. Многочис­
ленные корешки почвы дернового горизонта удаляют наэлектри­
зованной стеклянной палочкой. Для этого палочку натирают ку­
сочком шерстяной ткани и быстро проводят ею над распределенной 
тонким слоем почвой. Мелкие корешки притягиваются к палочке. 
Палочку нельзя держать слишком близко к почве во избежание 
притягивания к ней илистых частиц!
После отбора корешков почву просеивают через сито с отвер­
стиями диаметром 0,25 мм. Частицы почвы, остающиеся на сите, 
растирают в ступке с помощью пестика и просеивают повторно. 
Пробы тщательно перемешивают и хранят в пакетике из кальки, 
обозначив на нем номера разреза и глубины горизонта.
Оставшуюся после лабораторной пробы на С и N почву по час­
тям растирают пестиком в фарфоровой ступке. Измельчение ве­
щества перед анализом дает возможность более полного взаимо­
действия анализируемого вещества с реактивом. Почву в ступке 
по возможности растирают. Измельченный образец просеивают 
через почвенное сито с отверстиями диаметром 1 мм. Цель просеи­
вания- отделение мелкозема от обломков минералов и горных 
пород. Почвенные агрегаты, оставшиеся на сите, снова измельча­
ют в фарфоровой ступке и снова просеивают.
Просеянную почву хранят в бумажных пакетах с этикетками. 
Перед взятием навески образец необходимо хорошо перемешать!
Работа 2
Определение гигроскопической влаги в почве
Цель работы: установить содержание в почве влаги, адсорби­
рованной на поверхности почвенных частиц из воздуха, которая 
доступна для растений. Гигроскопическая влага находится в рав­
новесии с водяным паром атмосферы и характеризует влажность 
воздушно-сухой почвы. Ее величина зависит от содержания в по­
чве гумуса и глинистых частиц. Процент содержания влаги ис­
пользуется для пересчетов результатов анализа на абсолютно су­
хую навеску.
Методы работы. Содержание гигроскопической влаги устанав­
ливают гравиметрическим (весовым) методом по разнице между 
массами воздушно-сухой навески почвы и высушенной при 100— 
105 °С, определенной с точностью до четвертого знака после запя­
той (т. е. все взвешивания проводятся на аналитических весах).
Содержание работы . Чисто вымытый тонкий стеклянный 
стаканчик с пришлифованной стеклянной крышкой (бюкс), пред­
варительно высушенный при 100-105 °С, взвешивают на анали­
тических весах с точностью до 0,0001 г. Затем наполняют его при­
мерно до половины воздушно-сухой почвой, пропущенной через 
сито с отверстиями диаметром 1 мм, и снова взвешивают с точно­
стью, как указывалось ранее.
Стаканчик с почвой ставят открытым в сушильный шкаф, при­
чем крышку устанавливают сверху в вертикальном положении. 
И крышку, и стаканчик следует подписать карандашом. Почву вы­
сушивают в сушильном шкафу при 100-105 °С в течение 5 ч.
По окончании высушивания стаканчики вынимают щипцами, 
закрывают крышками и ставят в эксикатор для охлаждения. Экси­
катор аккуратно переносят в весовую комнату, придерживая крыш­
ку большими пальцами. После охлаждения в течение 20-30 мин 
бюксы взвешивают на аналитических весах закрытыми и по поте­
ре в весе вычисляют содержание гигроскопической влаги в почве.
Представление результатов. Результаты всех взвешиваний 
и расчеты должны быть представлены в следующей форме:
№
образца
Масса
бюкса
а
Масса 
бюкса 
с исходной 
навеской
в
Навеска
почвы
в -  а = с
Результаты 
взвешива­
ния после 
сушки 
d
Масса 
абсолютно 
сухой 
почвы 
d -  а = е
Потеря 
в массе 
почвы
с -  е = /
Содержание 
гигровлаги 
if/e) - 100%
Работа 3
Определение pH водной и солевой вытяжки
Цель работ ы : определить реакцию почвенного раствора 
с целью оценки ее благоприятности для произрастания растений, 
растворимости различных химических соединений, развития мик­
рофлоры.
Кислая и щелочная среды почвенного раствора губительны для 
живущих в почве полезных микроорганизмов, а нейтральная, сла­
бокислая и слабощелочная реакции благоприятны. Для большинства 
культурных растений наиболее приемлемыми являются нейтраль­
ная и слабокислая реакции. Реакция почвенного раствора оказы­
вает влияние на растворимость различных химических веществ, 
определяя химический состав почвы.
Кислотность водной вытяжки характеризует актуальную реак­
цию почв, а солевой -  почвенную обменную кислотность.
Методы работы. Определяют pH в водной и солевой суспензи­
ях почвы потенциометрическим методом (с помощью рН-метра).
Реактивы. 1 н раствор КС1.
Содержание работы . На технических весах отвешивают два 
раза по 10 г почвы, просеянной через сито диаметром 1 мм. 
Навески помещают в химические стаканчики и приливают мер­
ной колбой к одной из них 25 мл воды, а к другой -  25 мл 1 н 
раствора хлорида калия. Вытяжки оставляют на сутки. Через сут­
ки прямо в суспензии, не взбалтывая осадок, определяют pH вод­
ной и солевой вытяжек с помощью рН-метра.
Представление результатов. Запись полученных значений pH 
почвенных вытяжек, качественная оценка полученных данных.
Работа 4
Определение легкорастворимых фосфатов
Цель работы : определить количество доступных для расте­
ний фосфатов.
В растения фосфор поступает исключительно из почвы, где 
он находится в форме органических соединений либо в виде ми­
неральных, главным образом фосфорнокислых, солей кальция,
магния, алюминия и железа. Установлено, что растения в состоянии 
поглощать не только водорастворимые, но и растворимые в сла­
бых кислотах фосфорные соли.
При содержании подвижных фосфатов менее 10 мг в 100 г 
почвы растения испытывают недостаток фосфора; при содержа­
нии 10-20 мг степень их нуждаемости в фосфорных удобрениях 
оценивается как средняя; если содержание фосфатов больше 20 мг, 
считается, что они достаточно обеспечены фосфором. В ряду рас­
тений овощные -  корнеплоды -  зерновые потребность в доступ­
ных фосфатах снижается.
Методы работы . Определение проводится в вытяжке Кирса­
нова. Для этого фосфаты извлекают из почвы раствором НС1 и пе­
реводят с помощью молибденовокислого аммония в серной кис­
лоте в окрашенный комплекс («молибденовую синь»).
Затем количество легкорастворимых фосфатов устанавливают 
фотоколориметрическим методом. Суть метода заключается в том, 
что с помощью фотоэлектроколориметра проводят сравнение оп­
тической плотности исследуемого раствора с оптическими плот­
ностями эталонных растворов, содержащих известные концентра­
ции определяемого вещества.
Реактивы.
1. 0,2 н НС1. Берут 16,4 мл НС1 пл. 1,19, разбавляют дистилли­
рованной водой до 1 л и перемешивают.
2. Раствор молибденовокислого аммония в 10 н H2S04. В колбу 
из термостойкого стекла, поставленную на асбест, наливают 500 мл 
дистиллированной воды и осторожно вливают в нее при помеши­
вании 280 мл H2S 04 пл. 1,84. Берут 25 г х. ч. (NH4)6Mo70 2 4 • 4Н20 , 
растворяют в 200 мл нагретой до 60 °С дистиллированной воды. 
При наличии механических примесей раствор фильтруют и охлаж­
дают до комнатной температуры. Водный раствор молибденово­
кислого аммония вливают небольшими порциями при постоянном 
помешивании в раствор серной кислоты. После охлаждения до ком­
натной температуры общий объем раствора доводят дистиллиро­
ванной водой до 1 л.
3. Раствор двухлористого олова. Берут 2,5 г SnCl2 • 2Н20  и раство­
ряют при нагревании в 24 мл НС1 пл. 1,19. После охлаждения при­
ливают дистиллированную воду до 100 мл.
4. Индикатор а(|3)-динитрофенол. 0,25 г соли C6H40 5N2 раство­
рить в 100 мл воды при нагревании до 50 °С. На следующий день 
слить прозрачный раствор с выпавших кристаллов и использовать 
в работе, а кристаллы сохранить.
5. 1 0 % N H 4OH.
6. 10% H2S 04.
Содержание работы. 5 г воздушно-сухой почвы, пропущенной 
через сито с отверстиями диаметром 1 мм, отвешивают на техни­
ческих весах, помещают ее в коническую колбу вместимостью 
10 мл и приливают пипеткой 25 мл 0,2 н раствора соляной кисло­
ты. Содержимое колбы взбалтывают в течение 1 мин, оставляют 
стоять на 15 мин и фильтруют в заранее приготовленную чистую 
колбу через воронку с обычным фильтром. Берут пипеткой часть 
фильтрата (5-10 мл), помещают в мерную колбу емкостью 50 мл, 
разбавляют дистиллированной водой примерно до половины ее 
объема. Добавляют в колбу индикатор а - или (3-динит; офенол 
и для нейтрализации раствора прибавляют по каплям 10 %-й ра­
створ аммиака до желтой окраски, а затем обесцвечивают этот 
раствор каплями 10%-го раствора серной кислоты. После этого 
приливают 2 мл 2,5 %-го раствора молибденовокислого аммония 
в серной кислоте и перемешивают содержимое колбы круговыми 
движениями. Прибавляют три капли 2,5 % раствора хлористого 
олова в качестве восстановителя, доводят объем раствора дистил­
лированной водой до метки, закрывают пробкой и перемешивают, 
для чего несколько раз переворачивают колбу.
Сравнение окрасок проводят фотометрическим методом спустя 
5-10 мин после добавления восстановителя. Если окраска окажется 
слишком слабой, определение повторяют с большим количеством 
жидкости. В случае если окраска раствора не синяя, а зеленоватая, 
повторить опыт, изменив соотношение растворов.
Вычисления концентрации определяемого вещества в раство­
ре проводится графическим методом. Для этого по величине оп­
тической плотности эталонных растворов вычерчивают калибро­
вочный график и по нему находят концентрацию определяемого 
вещества.
Измерение оптической плотности эталонных и анализируемых 
растворов должно быть проведено с одним и тем же светофильт­
ром, в одной кювете, с одним нулевым раствором и из мерных 
колб одинаковых объемов.
На графике указывают, для какого элемента (соединения) он 
составлен, с каким светофильтром и в какой кювете (длина рабо­
чей грани) проведены измерения оптической плотности, на какой 
объем рассчитана концентрация эталонного раствора.
Калибровочный график вычерчивают, откладывая на оси орди­
нат величины оптической плотности эталонных растворов, а на оси 
абсцисс -  концентрацию этих растворов, после чего проводят пря­
мую от начала координат через пересечение перпендикуляров, 
восстановленных из отложенных на оси абсцисс и на оси ординат 
точек.
Измерив оптическую плотность анализируемого раствора, на­
ходят на оси ординат точку, соответствующую данному значению 
оптической плотности, проводят из нее линию до пересечения 
с графиком и опускают из точки пересечения перпендикуляр 
на ось абсцисс. По точкам пересечения отсчитывают концентра­
цию определяемого вещества в данном растворе и пересчитывают 
на 100 г почвы.
Аликвота, равная 10 (5) мл, соответствует 2 (1) г почвы. В этом 
случае для пересчета содержания Р20 5 на 100 г следует найден­
ное по калибровочному графику значение содержания фосфатов в 
растворе умножить на 50 (100).
Количество вещества, мг/100 мл
Представление результатов. Полученные результаты долж­
ны быть представлены в виде калибровочного графика и расчетов 
содержания Р20 5 в 100 г почвенных образцов.
Работа 5
Определение гумуса почв
Цель работы : определить в почве содержание гумуса, важ­
нейшего фактора плодородия.
Органические вещества в значительной степени определяют 
направление процессов почвообразования. Деятельность растений, 
животных и микроорганизмов обусловливает накопление органи­
ческого углерода в почве в виде гумуса. На процессы гумусообра- 
зования и гумусонакопления существенно влияют климатические 
условия. Гумусовые вещества способствуют формированию опти­
мальной для растений почвенной структуры, являются важнейшим 
резервом зольных элементов в почве. Таким образом, они опреде­
ляют ряд ее физических и химических особенностей.
Методы работы . Определение проводится методом Тюрина, 
основанным на окислении гумуса почв избытком К2Сг20 7. Окис­
ление происходит в сильнокислой среде и сопровождается вос­
становлением шестивалентного хрома в трехвалентный:
ЗС° + 4Сг+6 -> ЗС+4 + 4Сг+3.
Избыток бихромата в растворе после окисления гумуса титру­
ют раствором соли Мора, восстанавливая избыток шестивалент­
ного хрома до трехвалентного, с использованием фенилантрани- 
ловой кислоты в качестве индикатора:
2Сг+6 + 6Fe+2 -> 2Сг+3 + 6Fe+3.
По разности бихромата до и после окисления находят содер­
жание органического углерода в почве.
Реактивы.
1. 0,4 н раствор К2Сг20 7 в разбавленной ( 1 : 1 )  серной кислоте. 
Навеску 40 г кристаллического К2Сг20 7 полностью растворяют 
примерно в 500 мл дистиллированной воды, затем раствор пере­
носят в мерную колбу, доводят объем до 1 л и переливают в боль­
шую колбу из термостойкого стекла. К этому раствору под тягой 
небольшими порциями (примерно по 100 мл) приливают 1 л кон­
центрированной H2S 0 4 при постоянном и осторожном помешива­
нии. Дожидаются полного охлаждения раствора, переливают его 
в емкость с притертой крышкой.
2. 0,2 н раствор соли Мора. Берут 80 г соли (NH^SC^ • FeS04 • 6Н20  
(побуревшие кристаллы непригодны, годятся только голубые), 
помещают в колбу и заливают примерно 700 мл 1 н раствора H2S 0 4. 
Раствор взбалтывают до полного растворения соли, фильтруют 
и доводят его объем в мерной колбе до 1 л. Готовый раствор хра­
нят в темном месте, его титр со временем меняется, поэтому при 
каждом использовании он определяется заново.
3. 0,1 н раствор К М п04 готовят из фиксанала.
4. Раствор фенилантраниловой кислоты C 13H u 0 2N. Фенилант- 
раниловую кислоту в количестве 0,2 г перемешивают в фарфоро­
вой чашке стеклянной палочкой с несколькими миллилитрами 
0,2 %-го раствора Na2C 0 3 (всего готовят 100 мл Na2C 0 3) до пас­
тообразного состояния, а затем добавляют остальное количество 
раствора соды.
Содержание работы. На аналитических весах в двух повтор­
ностях отвешивают навески почвы 0,05-0,5 г (в зависимости от ин­
тенсивности окраски почвы) с диаметром частиц меньше 0,25 мм 
в маленьких пробирках и переносят их в сухие узкогорлые коничес­
кие колбы объемом 100 мл. По разности в весе пробирки с почвой 
и без нее находят точную величину взятой навески.
Навески по каплям (ввиду большой вязкости жидкости) зали­
вают 10 мл 0,4 н раствора бихромата калия в разбавленной ( 1 : 1 )  
серной кислоте, каждый раз спуская раствор от нулевого деления 
бюретки. Медленное и одинаковое по времени приливание раство­
ра бихромата в колбы с навесками почвы -  одно из условий полу­
чения воспроизводимых результатов!
Содержимое колб осторожно перемешивают круговым движе­
нием, следя за тем, чтобы частицы почвы не остались на их стен­
ках, и закрывают маленькими воронками или холодильниками для 
охлаждения водяных паров.
Колбы кипятят на плитке. Следует помнить, что это очень от­
ветственная операция! При нагревании сначала выделяются мел­
кие пузырьки поглощенного почвой воздуха и С 0 2, а затем начи­
нается кипение. Кипение раствора должно быть еле заметным, т. е. 
выделение пузырьков С 0 2, образующихся от окисления органи­
ческих веществ почвы, должно быть обильным, но сами пузырь­
ки должны быть чуть больше макового зернышка.
Кипятить раствор необходимо точно 5 мин (следить по песоч­
ным часам). Отсчет времени производится с появления первого 
относительно крупного пузырька газа. Спокойное и слабое кипе­
ние протекает при температуре около 140-180 °С, когда хромовая 
кислота еще не разлагается. При бурном кипении происходит ис­
парение воды, кислотность раствора увеличивается и часть хро­
мовой кислоты разрушается. Это сказывается на точности опре­
деления.
В процессе кипячения окраска раствора изменяется от оран­
жевой до буровато-коричневой. Появление зеленой окраски будет 
свидетельствовать о том, что хромовой кислоты или недостаточно 
для окисления органических веществ, или она полностью израс­
ходована. В этом случае повторяют определение, уменьшив на­
веску.
По окончании кипячения колбу снимают с плитки и дают ей 
охладиться. В случае необходимости на этом этапе работу можно 
прервать и продолжить в другое время.
Для холостого опыта в три колбы насыпают около 0,2 г рас­
тертой прокаленной пемзы, которую также заливают 10 мл хро­
мовой смеси и кипятят 5 мин.
Далее обмывают холодильник и горло колбы небольшим ко­
личеством воды (из промывалки), прибавляют 5-6 капель фенил- 
антраниловой кислоты в качестве индикатора и титруют 0,2 н раст­
вором соли Мора до перехода окраски в зеленую.
При избытке восстановителя индикатор переходит из окислен­
ной (красно-фиолетовой) в восстановленную (бесцветную) фор­
му, вследствие чего становится заметной зеленая окраска трехва­
лентного хрома. Поскольку окраска индикатора изменяется резко, 
соль Мора под конец титрования приливают по каплям, постоян­
но перемешивая раствор энергичным взбалтыванием.
Холостые пробы оттитровываются аналогичным образом для 
определения нормальности раствора бихромата калия, полученный 
результат усредняют.
Нормальность раствора соли Мора устанавливают и проверя­
ют по 0,1 н раствору КМ п04, приготовленному из фиксанала. Для 
этого в три колбы наливают через бюретку по 10 мл соли Мора
и титруют ее раствором перманганата калия до появления слабо­
розовой окраски, не исчезающей в течение 1 мин.
Представление результатов. Нормальность вычисляют по 
формуле
N _ NКМ1Ю4 ’ ^КМпОд _  ОД н  * У к м п0 4
^ с о л и  Мора “  ш. ~~ ш, ’
''соли Мора *соли Мора
КТ _  ^ с о л и  Мора * ^сопн  Мора _  ^ с о л и  Мора * К;оли Мора
К2СГ2°7 = W  =
Процентное содержание углерода вычисляют по формуле 
(а ’ NК2Сг20 7 ~  Ь' ^соли Мора ) ' ОДОЗ • 100
Шн
где а -  количество раствора К 2Сг20 7 (мл), взятое для окисления 
органических веществ; Ь -  количество соли Мора (мл), затрачен­
ное на титрование избытка хромовой кислоты; тн -  навеска воз­
душно-сухой почвы (г); 0,003 -  количество углерода (мг • экв).
Содержание органического углерода в почве обычно принято 
пересчитывать на содержание гумуса, т. е. на общее содержание 
органических веществ в почве. Для этого процентное содержание 
углерода умножают на коэффициент, равный 1,724.
Работа 6 
Определение азота в почве
Цель работы : определить содержание в почве общего азота, 
важнейшего элемента питания для всех растений.
Азот входит в состав органических веществ почвы. Накопле­
ние его, так же как и накопление углерода, характеризует почво­
образовательный процесс, обусловленный биологическим круго­
воротом веществ.
Поскольку содержание в почве минерального азота незначи­
тельно, количество азота органических веществ почвы принима­
ется за общее его содержание.
Методы работы. Определение общего азота проводится по ме­
тоду Несслера в два этапа. Вначале в концентрированной серной 
кислоте сжигаются гумусовые вещества почвы, с которыми свя­
зан азот. Освободившийся азот в форме (NH4)2S 0 4 используется 
для определения азота на втором этапе работы. Суть метода-  
с помощью реактива Несслера получить окрашенный раствор (жел­
того цвета), интенсивность окраски которого зависит от концент­
рации азота:
Hg
А
NH4+ + 2[HgI4]2~ + 40Н - -»  [О NH2] + I + 71- + 3H20 . 
реактив Несслера V 
Hg
ЙОДИСТЫЙ
меркураммоний
Для колориметрического метода необходимо изготовить шка­
лу образцовых растворов с известным содержанием азота. По ка­
либровочному графику вычисляется содержание азота в исследу­
емом образце почвы.
Реактивы.
1. 50 %-й раствор сегнетовой соли. 50 г виннокислого калия 
KNaC4H40 6 • 4Н20  растворяют в 100 мл дистиллированной воды. 
Для связывания следов аммиака рекомендуют прилить в раствор 
5 мл реактива Несслера.
2. Реактив Несслера (имеется в готовом виде).
3. Эталонный раствор на азот. Навеску 0,3820 г NH4C1 или 
0,4720 г (NH4)2S 0 4 помещают в мерную колбу вместимостью 1 л 
и доводят водой до метки, тщательно перемешивают и получают 
раствор с содержанием 0,1 мгТѴв 1 мл. Рабочий эталонный раствор 
с содержанием 0,01 ш  N в 1 мл получают разбавлением запасного 
раствора в 10 раз.
4. Серия эталонных растворов. Берут 10 мерных колб емкос­
тью 50 мл и в каждую отмеряют бюреткой рабочий эталонный 
раствор в количествах 1, 2, 3, ..., 10 мл для получения растворов 
с содержанием азота 0,01; 0,02; 0,03; ...; 0,1 мг/50 мл. Дальней­
шая их подготовка совпадает с подготовкой аликвоты исследуе­
мого раствора.
Содержание работы . На аналитических весах в двух повтор­
ностях взять навески почвы 0,2- 0 ,5 г с диаметром частиц меньше 
0,25 мм в конические колбы объемом 100 мл. Для большей точно­
сти их следует брать с помощью маленькой пробирки, которая 
взвешивается сначала с небольшим количеством почвы (букваль­
но на кончике ножа в случае ее темной окраски), а затем -  после 
высыпания навески непосредственно на дно колбы (во избежание 
попадания почвенных частиц на стенки колбы). По разности двух 
полученных масс устанавливается масса почвенной навески.
Затем мерным цилиндром приливают 10 мл концентрирован­
ной H2S 0 4. Содержимое колбы перемешивают круговым движе­
нием, стараясь смочить всю почву, поскольку сухая почва при на­
гревании может пригореть, что приведет к частичной потере азота 
или локальному перегреву колбы.
Колбы устанавливают на плитку, закрывают холодильниками, 
заполненными водой, и проводят сжигание органических веществ. 
Кипение серной кислоты должно быть слабым! Сильное кипе­
ние ведет к потере азота вследствие разложения сульфата аммо­
ния. Сжигание считается законченным, когда минеральный остаток 
на дне колбы станет белым, а раствор над ним обесцветится. Про­
должительность сжигания зависит от состава органических ве­
ществ. При длительном сжигании в кипящую смесь в качестве 
катализатора добавляется несколько капель НС104.
По окончании сжигания колбу снимают с огня и оставляют 
стоять для охлаждения до комнатной температуры, затем содер­
жимое колбы осторожно разбавляют водой, приливая ее по стенке 
колбы, обмыв водой холодильник.
Содержимое колбы вместе с минеральным остатком перено­
сят в мерную колбу вместимостью 250 мл. При этом исходную 
колбу многократно промывают водой, присоединяя промывные 
воды к раствору в мерной колбе. Раствор в мерной колбе доводят 
до метки, закрывают пробкой, перемешивают и оставляют стоять 
на ночь до полного просветления.
Ввиду того что при разбавлении кислоты водой происходит ее 
нагревание и увеличение в объеме, необходимо еще раз довести 
объем раствора до метки после полного охлаждения колбы и дать 
осадку полностью осесть.
Следующая операция -  взятие аликвотной части отстоявшего­
ся над осадком раствора для колориметрического определения 
аммонийного азота по Нссслеру. Не взмучивая осадка, берут пи­
петкой 2 мл прозрачного раствора в мерную колбу емкостью 50 мл. 
Прибавляют 2 мл 50 %-го раствора сегнетовой соли для связыва­
ния мешающих ионов, главным образом Са и Mg, добавляют воду 
примерно до половины колбы и тщательно перемешивают.
Нейтрализуют кислый раствор 10%-м раствором NaOH. Это 
очень важная операция, поскольку реактив Несслера устойчив толь­
ко в щелочных или нейтральных растворах! Ввиду того что ра­
створ обладает свойством буферное™, значение pH, равное 7-8, 
подводится путем последовательного прибавления щелочи по 1 мл, 
тщательного перемешивания и проверки pH универсальной лак­
мусовой бумажкой. Эта процедура может занять много времени, 
но тщательность ее проведения отражается на результатах опре­
деления.
Затем прибавляют 2 мл реактива Несслера, доводят водой 
объем раствора до метки, хорошо перемешивают и через 10-15 мин 
колориметрируют с помощью фотоэлектроколориметра при дли­
не волны 400-425 нм. Проводят сравнение оптической плотности 
исследуемого раствора с оптическими плотностями эталонных 
растворов, содержащих известные концентрации определяемого 
вещества. Образование в растворе мути или его окрашивание в бу­
рый цвет свидетельствует о повышенном содержании в нем азота 
и необходимости его дополнительного разбавления.
Представление результатов. Навеска почвы пересчитывает­
ся на абсолютно сухую почву, для этого ее массу умножают на 
коэффициент
100 -  % гигровлаги 
Ю0
Далее определяется количество почвы, соответствующее алик­
воте. В нашем случае оно будет в 125 раз меньше абсолютно су­
хой навески (в общем виде обозначим ее X). Если концентрацию 
азота в исследуемом растворе по калибровочному графику обо­
значить через К, то формула для расчета будет следующей:
N (%) = К  • 100/ЛГ- 1000 = К / Х -  10.
Поскольку определение азота проводится в двух повторностях, 
окончательный результат будет соответствовать их среднеарифме­
тическому значению.
Работа 7
Определение гидролитической кислотности
Цель работы: установить величину гидролитической кислот­
ности, которая дает представление об общем содержании в почве 
поглощенных ионов водорода.
Эта величина служит показателем ненасыщенное™ почв ос­
нованиями. Ионы Н+ гидролитической кислотности отличаются 
малой подвижностью и поэтому не вызывают сильного подкисле- 
ния почвенного раствора. На основании величины гидролитичес­
кой кислотности рассчитывается доза извести для известкования 
кислых почв, широко распространенных в таежно-лесной зоне 
России.
Методы работы . Определение проводится по методу Каппе- 
на, суть которого заключается в полном вытеснении ионов водо­
рода уксуснокислым натрием из почвы в раствор по уравнению
Н Na
(ПК) Н + 2CH3COONa (ПК) Na + 2СН3СООН
Затем образовавшуюся уксусную кислоту титруют щелочью 
и определяют гидролитическую кислотность, т. е. потенциальную 
кислотность почвы.
Реактивы.
1. 1,0 н раствор CH3COONa • ЗН20 . Раствор сохраняется пло­
хо, поэтому его готовят непосредственно перед употреблением. 
Отвешивают на технических весах 136 г трехводного уксуснокис­
лого натрия, растворяют примерно в 500 мл дистиллированной 
воды, фильтруют, если нужно, и доводят раствор до 1 л, затем пе­
ремешивают и проверяют pH. Для этого берут пипеткой 20 (25) мл 
раствора в фарфоровую чашку и прибавляют каплю фенолфталеи­
на. Пригодность раствора определяют по его окрашиванию в сла­
бо-розовый цвет, что соответствует pH 8,2. При интенсивно крас­
ной окраске титруют 0,1 н раствором НС1 до слабо-розовой окраски
и добавляют в раствор необходимое количество кислоты, чтобы 
довести pH до 8,2.
2. 0,1 н раствор NaOH. Титр NaOH определяют по 0,1 н H2S 0 4, 
приготовленному из фиксанала, по фенолфталеину.
3. Раствор фенолфталеина.
Содержание работы . На технических весах отвешивают 40 г 
почвы, пропущенной через сито с диаметром отверстий 1 мм. 
Навеску почвы помещают в колбу на 250 мл, приливают мерной 
колбой 100 мл 1 н раствора уксуснокислого натрия, закрывают 
пробкой и взбалтывают 1 ч.
Раствор фильтруют через сухой складчатый фильтр «белая 
лента», предварительно взболтав содержимое. Первые 10-20 мл 
фильтрата отбрасывают для удаления перешедших из раствора при­
месей. В дальнейшем, если фильтрат мутный, его перефильтро- 
вывают через тот же фильтр.
Берут пипеткой 50 мл прозрачного фильтрата в коническую 
колбочку на 250 мл, прибавляют 2-3 капли фенолфталеина и тит­
руют 0,1 н раствором NaOH до слабо-розовой окраски, не исчеза­
ющей в течение 1 мин.
Представление результатов. Вычисляют величину гидроли­
тической кислотности в мг • экв Н+ на 100 г воздушно-сухой по­
чвы по формуле
^NaOH ' ^NaOH ‘ 5 * 1,75,
где AfNa0H ~ нормальность гидроксида натрия; KNa0H -  объем NaOH 
(мл), пошедший на титрование; 5 -  коэффициент пересчета навески 
на 100 г почвы; 1,75 -  условный коэффициент, вводимый для уче­
та Н+, не перешедших в раствор при однократной обработке почвы 
раствором CH3COONa.
Работа 8
Определение подвижного алюминия
Цель работы : определить содержание в почве подвижного 
алюминия, который может дополнительно подкислять почвенный 
раствор.
Алюминий -  важнейший элемент, определяющий особенности 
направления подзолообразовательного процесса в южно-таежной
и лесостепной зонах. Избыточное количество ионов А13+ в почвен­
ном растворе токсически действует на многие растения и микро­
организмы, поэтому необходим количественный учет подвижного 
А13+ в кислых почвах для выявления его участия в обменной кис­
лотности и принятия мер к его обезвреживанию.
Методы работы . Определение проводится по методу Соколо­
ва. Сначала алюминий вытесняется в раствор с помощью раство­
ра КС1. Образовавшийся хлорид алюминия гидролизуется, допол­
нительно подкисляя раствор:
АІСІз + ЗН20  -> А1(ОН)3 + ЗНС1.
Содержание подвижного алюминия устанавливают титримет- 
рическим способом. Одна проба титруется щелочью по фенол­
фталеину для определения общей обменной кислотности, другая -  
после связывания алюминия фторидом натрия в комплексный ион 
по уравнению
А13+ + 6NaF = 3Na+ + Na3[AlF6].
По разности пошедших на титрование объемов щелочи уста­
навливается содержание подвижного алюминия.
Реактивы.
1. 1,0 н раствор КС1.
2. 0,02 н раствор NaOH. Титр NaOH определяют по 0,1 н H2S 04, 
приготовленному из фиксанала, по фенолфталеину.
3. Раствор фенолфталеина.
4. 3,5 %-й раствор NaF. Для этого 3,5 г х. ч. фторида натрия 
растворяют в 100 мл дистиллированной воды. Раствор при взаимо­
действии с фенолфталеином должен давать слабо-розовую окрас­
ку. При отсутствии таковой раствор подщелачивают. Если окраска 
явно розовая, избыток щелочи нейтрализуют раствором НС1.
Содержание работы . На технических весах отвешивают 20 г 
почвы, пропущенной через сито с отверстиями диаметром 1 мм, 
и помещают в колбу на 250 мл. Приливают мерной колбочкой 
100 мл 1 н раствора КС1, взбалтывают 1 ч и фильтруют.
Берут пипеткой две пробы прозрачного фильтрата по 20 мл 
каждая, помещают их в колбы по 250 мл и нагревают растворы 
до кипения для удаления С 0 2.
В одну колбу прибавляют 2-3 капли фенолфталеина и оттит- 
ровывают горячий раствор 0,02 н раствором NaOH до слабо-розо­
вой окраски, не исчезающей в течение 1 мин. Пошедшее на тит­
рование этой пробы количество щелочи соответствует суммарному 
содержанию РГ и А13+.
В другую колбу прибавляют 3 мл 3,5 %-го раствора фторида 
натрия для связывания алюминия. Содержимое колбы хорошо 
перемешивают, дают осадку отстояться примерно 5 мин и тит­
руют раствор той же щелочью, что и в первый раз. Этим титрова­
нием узнают количество Н+-иона, непосредственно перешедшего 
в раствор.
По разности миллилитров титрованного раствора NaOH, за­
траченных на первое и второе титрование, находят содержание во­
дородных ионов, эквивалентных подвижному алюминию. Когда 
подвижного алюминия в почве нет, на первое и второе титрова­
ние расходуется одинаковое количество щелочи.
Представление результатов. Содержание подвижного алю­
миния вычисляют в мг • экв на 100 г почвы по формуле
он * ДК - 25 • 9,
где Л^аон -  нормальность гидроксида натрия; A V -  разность NaOH 
(мл), пошедших на первое и второе титрование; 25 -  коэффици­
ент пересчета навески на 100 г почвы; 9 -  величина мг • экв А13+.
Работа 9
Определение емкости поглощения почв
Цель работы : установить поглотительную способность почв.
Почвенные коллоидные частицы минерального и органического 
происхождения обладают способностью поглощать ионы из поч­
венного раствора и представляют собой почвенный поглощающий 
комплекс (ППК). Эти ионы не выщелачиваются из почвы водой, 
являясь резервом для растений. В то же время поглощенные ионы 
являются обменными, поскольку присутствие в почве электроли­
тов (в частности, растворимых солей) способствует их переходу 
из твердой фазы в раствор.
Среди обменно-поглощенных почвой катионов обычно преоб­
ладает кальций, на втором месте стоит магний, в незначительных 
количествах имеются калий и аммоний. В кислых почвах в об­
менной форме присутствуют ионы водорода, а в засоленных -  ионы 
натрия.
Высокие значения поглотительной способности почв свиде­
тельствуют о благоприятных условиях для растущих на ней рас­
тений, особенно в случае преобладания кальция среди поглощен­
ных ионов.
Методы работы . Определение проводится методом Бобко -  
Аскинази в модификации Грабарова и Уваровой. Метод основан 
на вытеснении обменных катионов раствором хлорида бария 
по схеме
НН Ва
(ПК) Са + ЗВа2+ -> (ПК) Ва + Са2+ + Mg2+ + 2Н+.
Mg Ва
Затем поглощенный барий вытесняется раствором соляной 
кислоты и осаждается серной кислотой. По полученному осадку 
после его прокаливания рассчитывают емкость поглощения иссле­
дуемой почвы.
Реактивы.
1. Раствор ВаС12 с pH 6,5. На технических весах отвешивают 
78,37 г Ва(ОН)2 • 8Н20 , помещают навеску в фарфоровую чашку 
и нейтрализуют 70 мл 55 %-го раствора уксусной кислоты.
Полученный раствор уксуснокислого бария приливают к 10 л 
раствора, содержащего 61,1 г ВаС12 • 2Н20 , перемешивают и кон­
тролируют pH полученного раствора по универсальной индика­
торной бумаге.
2. 1 %-й раствор НС1.
3. 10 %-й раствор НС1.
4. 10 %-й раствор H2S 0 4.
5. 10 %-й раствор NH4OH.
Содержание работы . На технических весах отвешивают 5 г 
почвы, пропущенной через сито с отверстиями диаметром 1 мм, 
и помещают в фарфоровую чашку. Если изучаемая почва имеет
щелочную реакцию среды, ее необходимо проверить на наличие 
карбонатов. Их присутствие определяется по характерному «вски­
панию» при нанесении на почвенную навеску нескольких капель 
10 %-го раствора НС1.
Если почва не содержит карбонатов, ее обрабатывают в чашке 
забуференным раствором ВаС12 с pH 6,5, постепенно перенося 
на плотный беззольный фильтр и продолжая насыщение барием 
на воронке.
Если почва карбонатная, ее обрабатывают 1 %-м раствором НС1 
до полного разрушения карбонатов. Затем раствор декантируют 
(сливают без почвы) через плотный беззольный фильтр, затрачи­
вая на разрушение карбонатов около 150-200 мл этой кислоты. 
Полное разрушение карбонатов устанавливают пробой на Са2+ 
фильтрата, стекающего с воронки. Для этого к нескольким кап­
лям фильтрующейся жидкости, собранным в стаканчик, добавля­
ют 10 %-й раствор H2S 0 4. Помутнение раствора свидетельствует 
о наличии в фильтрате ионов Са. После полного разрушения кар­
бонатов почву обрабатывают так, как это описано для бескарбо- 
натной почвы.
Насыщение хлоридом бария ведут до тех пор, пока окраска 
пробы фильтрата от индикатора бромтимолового синего не пере­
станет заметно отличаться от окраски того же индикатора в пробе 
исходного раствора ВаС12. Обычно для полного насыщения бари­
ем 5 г почвы требуется пропустить через нее 300—400 мл раствора 
ВаС12.
После насыщения отмывают дистиллированной водой избы­
ток ВаС12, механически задержанный почвой. Если при этом филь­
трат окажется мутным, прекратите отмывку. Отмывание ведут 
до потери реакции на С1”, тщательно промывая водой стенки во­
ронки. Для проверки наличия ионов С1“ к капле фильтрата добав­
ляется капля AgN 03, помутнение раствора будет свидетельство­
вать об их присутствии.
Все промывные воды сливают, а поглощенный барий вытес­
няют подогретым до 40 °С 1 н раствором НС1 до потери реакции 
на Ва2+ (проба 10 %-м раствором H2S 0 4).
Фильтрат собирают в колбу емкостью 400-500 мл. Если коли­
чество фильтрата превышает 250 мл, его упаривают до указанно­
го объема.
Избыток НС1 нейтрализуют 10 %-м раствором аммиака до сла­
бощелочной реакции (проверяют по универсальной индикаторной 
бумаге). Если выпадают полуторные окислы, их отфильтровыва­
ют и подкисляют раствор (до pH 6).
Затем проводят осаждение бария. Для этого раствор доводят 
до кипения и приливают при помешивании 10 мл 10%-й H2S 04, 
кипящей в стаканчике. Кипятят раствор 1-2 мин и дают осадку 
B aS04 отстояться ночь на водяной бане. Далее осадок отфильтро­
вывают через небольшой плотный беззольный фильтр, отмывают 
от избытка H2S 0 4 горячей водой, подкисленной 10 %-м раство­
ром НС1. Осадок высушивают, помещают вместе с фильтром в 
тигель, озоляют и прокаливают в муфельной печи при температуре 
не выше 750 °С. Масса прокаленного осадка определяется по раз­
ности между массой тигля с осадком и массой пустого (предвари­
тельно взвешенного) тигля.
Представление результатов. Емкость поглощения почвы 
в мг • экв на 100 г сухой почвы рассчитывается по формуле
тос • 0,588 • 100 Ь  14,56
------------------------------------------------------------------------------------ 5
тн
где -  масса прокаленного осадка; тн -  масса навески (г); 0,588 -
коэффициент пересчета на Ва2+ из B aS04; 100 -  коэффициент пе­
ресчета на 100 г почвы; к -  коэффициент пересчета на сухую на­
веску, равный 100 н- % гигровлаги /100; 14,56 -  коэффициент пе­
ресчета для выражения в мг • экв (1 000 / экв. вес. бария).
Работа 10
Определение подвижных форм железа
Цель работы : определить содержание подвижных форм ок­
сида железа в почве. Железо наряду с алюминием -  важнейший 
элемент, определяющий особенности направления почвообразова­
ния в некоторых зонах умеренного пояса.
Методы работы . Определение подвижных форм оксида железа 
проводится по методу Тамма. Суть его заключается в переводе 
оксидов железа из почвы в раствор с помощью щавелевокислого
аммония при pH 3,2. В дальнейшем после разрушения щавелевой 
кислоты железо определяется колориметрическим методом с исполь­
зованием сульфосалициловой кислоты, дающей при взаимодействии 
с железом малиновую окраску. Приготовив шкалу эталонных раство­
ров и построив график, определяют содержание железа в почве.
Реактивы.
1. Раствор Тамма. 31,5 г щавелевой кислоты и 62,1 г щавеле­
вокислого аммония растворяют в 2,5 л воды.
2. 10 %-го раствора H2S 0 4.
3. 1 н раствор К М п04.
4. 0,05 н раствор Н2С20 4.
5. 1 н раствор NH4C1. Растворяют 54 г хлорида аммония в 1 л 
воды.
6. 2,5 %-й NH4OH.
7. а-динитрофенол.
8. 25 %-й раствор сульфосалициловой кислоты. Готовят 100 мл 
водного 25 %-го раствора сульфосалициловой кислоты, к которо­
му приливают 2,5 %-й раствор аммиака и с помощью индикатор­
ной бумаги доводят значение pH до 2.
9. Исходный эталонный раствор на Fe20 3 (0,1 мг вещества 
в 1 мл раствора). 0,6039 г жслезоаммонийных квасцов (NH4)2S 0 4 х 
х Fe2(S 04)3 х 24Н20  растворяют в 1 л воды. Для приготовления 
серии эталонных растворов используют мерные колбы объемом 
100 мл, разбавления исходного раствора не требуется.
Содержание работы . Описанная методика применяется для 
бескарбонатных почв. В случае карбонатных почв их предвари­
тельно обрабатывают 2 %-м раствором уксусной кислоты.
На аналитических весах отвешивают 2 г почвы, пропущенной 
через сито с отверстиями диаметром 1 мм, и помещают в коничес­
кую колбу на 250-300 мл. Мерной колбочкой приливают 100 мл ре­
актива Тамма и содержимое склянки взбалтывают на ротаторе 1 ч.
Суспензию фильтруют через сухой плотный фильтр, причем 
фильтрат приходится перефильтровывать до прозрачного состояния, 
поскольку сначала он идет мутный. Фильтрат сохраняют! Затем 
его вместе с почвой (во избежание потери навески) переносят в ту 
же колбу, в которой проводилась первая экстракция, заливают но­
вой порцией реактива Тамма в том же количестве и снова взбал­
тывают 1 ч.
Вторую вытяжку фильтруют через плотный фильтр и промы­
вают почву на фильтре водой, подкисленной щавелевой кислотой, 
затем соединяют фильтраты от двух экстракций в мерную колбу 
емкостью 200 мл, доводят водой объем до метки и тщательно пере­
мешивают. Пипеткой переносят 20 мл полученного раствора в ста­
канчик на 100 мл, приливают 10 мл 10 %-го раствора H2S 0 4 и на­
гревают до 80 °С.
Снимают стаканчик с плитки и в горячий раствор добавляют 
1 н раствор КМ п04 до появления бурых хлопьев МпО(ОН)2, а затем 
в этот же раствор прибавляют 0,05 н раствор Н2С20 4 до полного 
растворения хлопьев осадка марганца. Снова нагревают раствор 
до 80 °С и прибавляют 0,05 н раствор КМ п04 до появления сла­
бо-розовой окраски, исчезающей через 30-60 с.
После разрушения избытка щавелевой кислоты перманганатом 
содержимое стаканчика переносят в мерную колбу на 100 мл. 
Прибавляют 10 мл 1 н раствора NH4C1 и 1-2 мл а-динитрофено- 
ла. Если появится желтая окраска, ее уничтожают несколькими 
каплями 10 %-го раствора H2S 0 4, а затем прибавляют 2,5 %-й ам­
миак до слабо-желтой окраски, что соответствует pH 2.
В колбу приливают 5 мл сульфосалициловой кислоты (pH 2), 
раствор доводят до метки дистиллированной водой, перемешива­
ют и оставляют на 20 мин. Полученную малиново-розовую окрас­
ку раствора сравнивают с окраской эталонных растворов на фото­
колориметре со светофильтром 590.
Представление результатов. Навеска почвы пересчитывает­
ся на абсолютно сухую почву, для этого ее массу умножают на ко­
эффициент
100 -  % гигровлаги
Гоо
Далее определяется количество почвы, соответствующее алик­
воте. В нашем случае оно будет в 10 раз меньше абсолютно сухой 
навески (в общем виде обозначим ее X). Если концентрацию Fe20 3 
в исследуемом растворе по калибровочному графику обозначить 
через К , то формула для расчета будет следующей:
Fe20 3 (%) = К - 100 IX -  1000 = К / Х -  10.
Работа 11
Анализ водной вытяжки
Цель работы : установить общее содержание легкораствори­
мых солей, их качественный и количественный состав. От типа 
и степени засоления зависят свойства почв и их плодородие.
Методы работы .
1. Определение сухого остатка проводится весовым методом 
путем высушивания части водной вытяжки при 105 °С.
2. Прокаленный остаток определяется весовым методом после 
прокаливания сухого остатка.
3. Щелочность от растворимых карбонатов (С 0 32_) и общую 
щелочность (Н С03) устанавливают титриметрическим методом, 
титруя вытяжку раствором кислоты до точки эквивалентности, 
устанавливаемой по изменению окраски соответствующего инди­
катора. Иногда общую щелочность определяют методом потенцио­
метрического титрования. Титруют до заданных значений pH или 
получают кривую потенциометрического титрования.
4. Определение общей кислотности, кислотности от органичес­
ких кислот и кислотности от свободной С 0 2 проводят в кислых 
водных вытяжках, проводя титрование щелочью.
5. Определение хлорид-ионов производят аргентометрическим 
методом Мора, основанным на взаимодействии их с ионами се­
ребра в присутствии индикатора и образовании труднораствори­
мого хлорида серебра.
6. Определение кальция и магния ведут комплексонометричес- 
ким методом путем титрования раствором комплексона III (три- 
лон Б).
7. Определение сульфат-ионов проводится гравиметрическим 
методом, основанным вначале на получении труднорастворимых 
сульфатов (главным образом сульфатов бария и свинца), затем их 
прокаливании и последующем взвешивании.
8. Определение Na+ и К+ осуществляется пламенно-фотомет­
рическим методом.
Принцип количественного определения калия и натрия на пла­
менном фотометре основан на том, что каждый элемент имеет свой 
характерный спектр излучения, а интенсивность спектра зависит 
от концентрации элемента. Концентрацию веществ в испытуемом
растворе сравнивают с концентрацией искомых веществ в эталон­
ных растворах, а затем пересчитывают на 100 г почвы.
Представление результатов. По окончании анализа водной 
вытяжки составляется сводная таблица результатов. Содержание 
катионов и анионов представляется в процентах и мг • экв / 100 г 
почвы.
Сводная таблица результатов анализа водной вытяжки
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2.2. ФИЗИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ПОЧВ 
Работа 1
Определение плотности твердой фазы почвы 
(удельного веса)
Цель работы, определить плотность твердой фазы почвы как 
физического тела. Под плотностью твердой фазы почвы понима­
ют отношение массы твердой части почвы (почвы без скважин) 
к единице объема. Она зависит от химического, минералогичес­
кого состава и определяется средней плотностью веществ, состав­
ляющих данную почву, и их относительным содержанием. Чем 
богаче гумусом почва, тем меньше плотность твердой фазы. Знание 
плотности почвы необходимо для проведения гранулометричес­
кого анализа.
Методы работы. Плотность твердой фазы почвы определя­
ют с помощью пикнометра -  мерного сосуда, позволяющего учи­
тывать объем жидкости с большой точностью. Он очень хрупкий, 
неустойчивый, будьте внимательны и аккуратны при работе с ним! 
Принцип пикнометрического метода заключается в определении 
объема воды, соответствующего объему почвы, взятой для анализа.
Содержание работы . На аналитических весах взвешивают 
сухой пикнометр вместе с пробкой, подписывают его шлиф и шлиф 
пробки. Наполняют пикнометр дистиллированной водой так, что­
бы поверхность воды над горлышком была выпуклая, закрывают 
пробкой (без пузыря воздуха), обтирают насухо и взвешивают 
на аналитических весах. Обязательно записывают температуру воз­
духа, соответствующую температуре воды.
Отвешивают на кальке почву с диаметром частиц меньше 1 мм, 
чтобы впоследствии в пикнометре она заняла примерно четверть 
его объема. Аккуратно пересыпают почву в пикнометр с помо­
щью узкой трубочки из кальки. Записывают массу кальки после 
высыпания почвы и считают точную навеску почвы.
Обмывая горлышко с оставшимися в нем частицами почвы, 
заливают пикнометр водой до половины его объема, осторожно 
перемешивают почву с водой, не размазывая по стенкам пикно­
метра.
Пикнометр кипятят в течение 1 ч для удаления воздуха. Он 
очень неустойчив! Кипение не должно быть бурным!
Затем пикнометр охлаждают, доливают до верха водой, закры­
вают пробкой, обтирают снаружи и взвешивают.
Представление результатов. Сначала рассчитывают объем 
почвы по формуле
(ш„ -  (шв+п -  тн)) / р В) 
где тв -  масса воды, помещающейся в пикнометре; тъ+п -  масса 
содержимого пикнометра, заполненного водой с почвой; тн -  масса 
воздушно-сухой навески почвы; рв -  плотность воды, соответству­
ющая определенной температуре (Вадюнина, Корчагина, 1986).
Затем найденное значение объема почвы подставляется в фор­
мулу
р = т / ѵ,
где р -  плотность твердой фазы почвы; т -  масса абсолютно сухой 
навески почвы, тн • 100/(100 % гигровлаги); ѵ -  объем почвы.
Работа 2
Определение гранулометрического состава почв
Цель работы : определить гранулометрический состав почвы 
как важного показателя плодородия и генезиса почв.
Методы работы. Определение проводится методом Н. А. Ка- 
чинского, который включает в себя предварительную подготовку 
образца к анализу (декальцирование и растворение гумусовых ве­
ществ) и последующее определение гранулометрического состава 
по средней пробе в стоячей воде методом пипетки.
Отдельные фракции мелкозема определяются по скорости па­
дения частиц в стоячей воде, зависящей от плотности твердой фазы 
почв, размеров частиц, температуры раствора и плотности воды. 
Скорость падения частиц описывается законом Стокса.
Содержание работы. Предварительно взвесить на аналити­
ческих весах стеклянный стаканчик и бумажный фильтр, поме­
щенный в него.
На аналитических весах отвесить в двух повторностях 10 (для 
суглинистой), 15 или 20 г (для супесчаной) почвы, растертой для 
анализа пестиком с резиновым наконечником и пропущенной че­
рез сито с диаметром отверстий 1 мм. Навески поместить в под­
писанные фарфоровые чашки.
Если почва некарбонатная, ее готовят к анализу описанным 
ниже способом.
Смачивают почву в чашке 0,05 М раствором НС1, постепенно 
перенося ее на фильтры (один из них предварительно взвешен) 
и промывая соляной кислотой до исчезновения реакции на ион Са2+.
Проверка на Са2+. В небольшую порцию фильтрата по каплям 
добавляют 10 %-й раствор NH4OH до появления запаха аммиака 
для его нейтрализации, затем подкисляют раствор несколькими 
каплями СН3СООН, добавляют 4 % щавелевокислый аммоний 
и нагревают жидкость до кипения. На присутствие ионов Са в фильт­
рате укажет выпавший осадок СаС20 4.
Далее почву отмывают от ионов С1~ дистиллированной водой, 
проверяют полноту отмывки 5 %-м раствором A gN 03. В случае 
прохождения коллоидов через фильтр {появление мути в фильтра­
те) промывание прекращается даже при наличии реакции на C t !
В почве на воронке с заранее взвешенным фильтром опреде­
ляют потерю от обработки НС1. Для этого ее переносят вместе 
с фильтром в заранее взвешенный стаканчик, высушивают при 
105 °С и взвешивают.
Проба с невзвешенного фильтра поступает в анализ для опре­
деления гранулометрического состава. Ее смывают слабой струей
дистиллированной воды из промывалки в фарфоровую чашку, сам 
фильтр очищают от приставших частиц стеклянной палочкой и от­
жимают до тех пор, пока из него не пойдет прозрачная вода, т. е. 
не будет иловатых частиц.
Суспензию из фарфоровой чашки переносят в коническую кол­
бу емкостью не менее 300 мл, при необходимости в нее доливают 
дистиллированную воду до объема 200 мл. Прибавляют 1 н раствор 
NaOH, исходя из емкости поглощения почвы (1 мл на 10 мг • экв). 
Колбы оставляют на 2 ч, при этом через каждые 15 мин их необ­
ходимо встряхивать вручную.
Затем суспензию кипятят, закрыв холодильником для расклеи­
вания илистых частиц в течение 1 ч. Кипение не должно быть 
бурным (вспенивание не должно задевать холодильник).
После охлаждения до комнатной температуры прокипяченная 
навеска почвы пропускается через металлическое сито с диаметром 
отверстий 0,25 мм. Сито устанавливают на воронку, а воронку -  
на цилиндр диаметром 6-8 см и высотой не менее 25 см. Перено­
сить почву необходимо аккуратно, без разбрызгивания. Оставшу­
юся на сите почву промывают из промывалки и протирают паль­
цем через сито.
Оставшиеся на сите частицы почвы размером от 0,25 до 1 мм 
при помощи промывалки переносят в чашку, а затем в предвари­
тельно взвешенный алюминиевый бюкс, из которого далее выпа­
ривается вода, а оставшаяся фракция взвешивается.
Суспензия в цилиндре доливается дистиллированной водой 
до 1 л, при этом высота столбика жидкости должна превышать 
25 см. Анализ проводится пипет-методом с учетом скоростей па­
дения частиц в воде по формуле Стокса
ѵ = 2/9 • g  • г2 • (р, -  р) / Т],
где g -  ускорение свободного падения; г -  радиус падающей части­
цы; Pj -  плотность частицы; р -  плотность воды; ті -  вязкость воды.
Приняты следующие глубины погружения пипетки для выде­
ления фракций различной крупности:
< 0,050 мм -  25 см;
< 0,010 мм -  10 см;
< 0,005 мм -  10 см;
< 0,001 мм -  7 см.
Сроки взятия проб варьируют в зависимости от температуры 
дисперсии и плотности твердой фазы почвы. Цилиндры защища­
ют от света, пыли, перепадов температуры.
В отдельный цилиндр с водой помещают термометр и фикси­
руют температуру трижды: после взбалтывания дисперсии, в се­
редине интервала отстаивания дисперсии и перед титрованием. 
По трем измерениям выбирают среднюю температуру воды, кото­
рую и принимают во внимание при выборе скорости падения час­
тиц почвы в воде.
Взятие пробы суспензии. Пробы отбираются специальной пи­
петкой на 25 мл с метками 7, 10 и 25 см. По истечении указанного 
срока, необходимого для взятия частиц заданной крупности, пи­
петку вводят в цилиндр, стремясь попасть внутрь его поперечно­
го сечения. Во избежание создания токов засасывание пробы про­
изводят медленно, примерно в течение 20 с.
Дисперсию в количестве 25 мл засасывают с определенной 
глубины в пипетку, сливают в предварительно взвешенный алю­
миниевый бюкс, выпаривают воду и определяют вес искомой 
фракции.
Представление результатов. В первую очередь вычисляется 
потеря от обработки НС1 по формуле
Ат / т аб сух • 100 %,
где Ат -  потеря в весе, г; диаб ^  -  навеска абсолютно сухой почвы.
В некарбонатных почвах потеря от обработки НС1 небольшая 
и приходится в основном на несиликатные формы железа и алю­
миния. В этом случае ее прибавляют к илистой фракции. В карбо­
натных почвах потерю от обработки НС1 указывают отдельно, 
включая ее в 100 % гранулометрического состава.
Результаты работы оформляются в виде таблицы. В соответствии 
с ней дается название почвы по гранулометрическому составу.
Работа 3
Определение капиллярной влагоемкости почвы
Цель работы : получить представление о формах влаги в по­
чве, способах ее передвижения и доступности растениям.
Методы работы. Используется весовой метод. Почвенные 
капилляры насыщаются водой через бумажный фильтр. После взве­
шивания почвы до насыщения водой и после вычисляется про­
цент капиллярной влагоемкости.
Содержание работы. На технических весах взвешивают стек­
лянную трубку с прикрученной к ней фильтровальной бумагой 
и марлей, предварительно опущенными в воду и отжатыми. Затем 
в эту трубку насыпают почву так, чтобы высота столбика была 5 - 
10 см, и взвешивают всю конструкцию. 1
Трубку закрепляют в штативе таким образом, чтобы марля 
и фильтровальная бумага были опущены в емкость с водой в тече­
ние 15 мин, далее марлю отжимают и трубку взвешивают.
Представление результатов. Расчеты капиллярной влагоем­
кости (в %) проводятся по формуле
(тв+п-  тн) • 100/ т н,
где тв+п -  масса почвы после насыщения водой; тн -  масса абсо­
лютно сухой навески почвы.
Работа 4
Определение полной влагоемкости почвы
Цель работы, получить представление об общей порозности 
почв, на основе которой идет расчет поливных норм в засушли­
вых районах.
Методы работы. Определение проводится весовым методом.
Содержание работы. Почву в стеклянной трубке, дно кото­
рой пропускает воду, помещают в стакан с водой. Вода должна 
находиться на верхнем уровне почвы в трубке. После появления 
пленки воды на поверхности почвы образец взвешивается. По раз­
ности веса почвы до погружения в воду и после рассчитывается 
процент полной влагоемкости.
Представление результатов. Расчеты полной влагоемкости 
(в %) проводятся по формуле
(^ В +П  — т и)  ’ Ю 0  /  ^ Н ’
где тв+и -  масса почвы после насыщения водой; тИ -  масса абсо­
лютно сухой навески почвы.
Работа 5
Оценка результатов анализа почв
Цель работы : на основе имеющихся критериев дать оценку 
обеспеченности почв элементами минерального питания.
Содержание работы. По результатам анализов физических 
и химических свойств почвенных образцов дается заключение 
об уровне плодородия почв и о необходимых мероприятиях по улуч­
шению их свойств.
Представление результатов. Результаты работы оформляются 
в виде сводных таблиц всех анализов.
Контрольные вопросы
1. Для чего измельчается почвенный образец?
2. В чем суть просеивания?
3. Какая вода называется гигроскопической?
4. Какие свойства почвы влияют на величину гигроскопической влаги?
5. С какой целью определяют гигровлагу в почве?
6. fia что влияет реакция почвенного раствора?
7. Почему значения pH водной и солевой вытяжек отличаются друг 
от друга?
8. Чем обусловлен выбор реактива для получения вытяжки Кирса­
нова с легкорастворимыми фосфатами?
9. В чем суть метода определения легкорастворимых фосфатов в вы­
тяжке Кирсанова?
10. Каков принцип определения органического углерода мокрым сжи­
ганием по Тюрину?
11. В чем суть определения азота методом Несслера?
12. О чем дает представление величина гидролитической кислотности?
13. Каков принцип определения подвижного алюминия по Соколову?
14. О чем свидетельствует наличие подвижного алюминия в почве?
15. Что исследуется при определении емкости поглощения почв?
16. Каков принцип определения емкости поглощения почв по Боб­
ко -  Аскинази?
17. Каков принцип определения подвижного железа по Тамму?
18. Для чего определяется наличие подвижного железа в почве?
19. Какие почвы считаются засоленными?
20. Назовите способы определения различных форм щелочности или 
кислотности водных вытяжек.
21. Каким методом определяется содержание хлорид-ионов в водной 
вытяжке?
22. Каков принцип определения кальция и магния в водной вытяжке?
23. Каким методом определяется содержание сульфат-ионов в вод­
ной вытяжке?
24. В чем суть определения натрия и калия в водных вытяжках пла­
менно-фотометрическим методом?
25. Какие ионы оказывают наиболее неблагоприятное воздействий 
на растения?
26. С какой целью определяется плотность твердой фазы почвы?
27. В чем суть метода определения гранулометрического состава почвы 
по Качинскому?
28. Какую информацию можно извлечь из знания гранулометричес­
кого состава почвы?
29. Для чего определяются капиллярная и полная влагоемкость почвы?
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3. РАСТЕНИЯ КАК ТЕСТ-ОБЪЕКТЫ 
В МОНИТОРИНГЕ
3.1. БОТАНИЧЕСКАЯ МИКРОТЕХНИКА*
Микротехника -  это совокупность приемов, применяемых для 
получения микроскопических препаратов с последующим изуче­
нием их с помощью микроскопа. ОсвоенисГметодики и техники 
получения постоянных и временных препаратов является необхо­
димым условием для проведения исследований, связанных с про­
блемами экологического мониторинга в области экологической 
морфологии, экологической анатомии, цитоэмбриологии и физио­
логии растений.
К настоящему времени по ботанической микротехнике в лите­
ратуре накопились значительные сведения (Навашин, 1934; Наумов, 
Козлов, 1954; Прозина, 1960; Львова, 1964; Паламарчук, 1964; 
Абрамова, Карлинский, 1968; Барыкина и др., 2000; и др.). Авто­
рами излагаются общие приемы, касающиеся методов обработки 
материала для изготовления из него постоянных и временных пре­
паратов. Однако изучение отдельных растительных тканей в свя­
зи с их специфическим строением и функцией требуют некото­
рых изменений методики и уточнения основных приемов работы.
Работа 1
Микроскоп и основные вспомогательные приборы
Цель работы : изучить основные типы и марки микроскопов 
и основные вспомогательные приборы, применяемые в экологи­
ческих исследованиях.
Содержание работы. Микроскоп представляет собой сложный 
оптический прибор, который дает увеличенное, обратное и мни-
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мое изображение. Световой микроскоп увеличивает объект в 1000— 
1500 раз, а электронный в 10 и 100 тыс. раз.
Любой микроскоп состоит из оптической и механической сис­
тем. Оптическая система микроскопа включает объектив, окуляр, 
конденсор, зеркало.
Объектив строит увеличенное, обратное и действительное 
изображения. Это наиболее важная часть микроскопа, именно 
от него зависит увеличение и четкость изображения. На объекти­
ве имеются цифровые и буквенные обозначения. Цифры 8, 20, 40, 
90 указывают на собственное увеличение объектива. Цифры 0,2; 
0,3; 0,4; 0,65; 0,75; 0,95 отвечают апертуре объектива, которая свя­
зана с разрешающей способностью микроскопа. Это то наименьшее 
расстояние, при котором две точки объекта различимы по отдель­
ности. С ростом апертуры увеличивается разрешающая способ­
ность микроскопа. Следовательно, чем выше апертура объектива, 
тем более тонкую структуру объекта можно рассмотреть, но при 
этом уменьшается глубина резкости. Цифры 0,16-0,18 указывают 
на толщину покровного стекла, на которую рассчитан данный 
объектив. Ниже на объективе расположены цифры заводского но­
мера, две первые -  год выпуска микроскопа.
Буквы ВИ, МИ на объективе указывают на иммерсию среды 
(водную или масляную); АХРО, АПО, ПЛАН -  обозначают кате­
горию объектива, связанную с аберрацией линз (недостатками, 
искажающими изображение). Объективы ахроматы дают плоское 
изображение, но, как правило, не передают цветовую гамму и слабо 
передают мелкую структуру объекта. Апохроматы дают искрив­
ленное поле зрения, они удобны при изучении деталей объекта. 
Планахроматы (полуахроматы) дают чрезвычайно плоское поле 
зрения, широко используются в микрофотографировании.
Окуляр дает прямое, мнимое и увеличенное изображения. При 
этом он только увеличивает построенное объективом изображение, 
но не выявляет в нем новых деталей. На практических занятиях 
будут использоваться окуляры с 7-, 10-, 15-кратным увеличением. 
Для более качественного изображения применяют специальные 
компенсационные окуляры с маркировкой «К» и «Ф». Последний 
используется в микрофотографии. Таким образом, одно и то же 
увеличение объекта можно получить при разных наборах окуля­
ров и объективов. Например, 100-кратное увеличение можно по­
лучить при таком наборе:
Объектив с увеличением 25 20 10 5
Окуляр с увеличением 4 5 10 25
Учитывая, что с разрешающей способностью микроскопа свя­
зан объектив, а окуляр лишь увеличивает объект, целесообразнее 
выбирать первую пару (25 х 4).
Конденсор с апертурной диафрагмой служит для наилучшего 
освещения изучаемого объекта. Изменением положения конден­
сора и размера апертурной (ирисовой) диафрагмы регулируют 
количество и угол наклона световых лучей, падающих на объект. 
Увеличение диаметра отверстия диафрагмы уменьшает освещение 
объекта, но увеличивает глубину резкости. Конденсор позволяет 
осветить объект широко расходящимся пучком лучей, что особен­
но необходимо при работе с большим увеличением. Конденсор 
обычно имеет апертуру 1,2- 1,4.
Зеркало служит для направления лучей от источника света 
в конденсор. Оно имеет плоскую и вогнутую поверхность. Плос­
кая сторона используется при работе с искусственным источни­
ком света, расположенным близко от микроскопа, вогнутая -  при 
использовании естественного освещения и при работе с большим 
увеличением.
Механическая часть микроскопа состоит из основания (под­
ставки), механизма микроскопической фокусировки, предметного 
столика, кронштейна конденсора, тубусодержателя с механизмом 
макрометрической фокусировки, тубуса и револьвера.
В настоящее время выпускается достаточно много моделей 
световых и электронных микроскопов, предназначенных для изуче­
ния биологических объектов. Выделяют следующие типы микроско­
пов: школьный, биологический (МБ), стереоскопический (МБС), 
поляризационный (МП), люминесцентный (MJI), ультрафиолето­
вый (МУФ), инфракрасный (МИК), сравнения (МС), электронный 
(ЭМ) и др. Среди биологических микроскопов наиболее распрост­
ранены микроскопы фирмы «Ломо» следующих марок: дорожные 
(МБФ), рабочие (МБР), исследовательские (МБИ), биолам и мик-
мед. Различия между ними состоят в комплектации вспомогатель­
ными устройствами осветителями, бинокулярной насадкой, типом 
предметного столика, наличием препаратоводителя и набором 
объективов.
Стереоскопические микроскопы предназначены для работы 
с объектами в отраженном свете и поэтому не дают большого уве­
личения: объективы х 0,6, 1, 2, 4, 7; окуляры х 6, 8, 12,5.
Универсальные микроскопы МБИ предназначены для иссле­
довательских целей. Они имеют многочисленные дополнительные 
устройства: осветитель, фотонасадку, люминесцентное освещение 
и др. -  и содержат большой набор объективов малого и большого 
увеличения, разнообразные окуляры.
К основным вспомогательным приборам относятся осветитель, 
винтовой окулярный микрометр и рисовальный аппарат.
Осветитель. Получение точного изображения изучаемого 
объекта во многом зависит от условий освещения. Наилучшие 
условия освещения позволяют максимально использовать оптичес­
кие возможности микроскопа. В микроскопической технике чаще 
всего используются осветители типа ОИ-9, ОИ-19.
Настройку рационального освещения по Келлеру следует осу­
ществлять в таком порядке:
1. Штатив микроскопа и осветитель поставить на соединитель­
ную планку, обеспечивающую нужное фиксированное расстояние 
между ними -  около 25 см.
2. Включить осветитель и, перемещая патрон с лампой в кор­
пусе осветителя вокруг вертикальной и горизонтальной осей, на­
править пучок света на плоское зеркало микроскопа, установлен­
ное примерно под углом 45°.
3. Положив препарат на предметный столик микроскопа, на­
вести на фокус при малом объективе.
4. Закрыть полевую диафрагму осветителем и апертурную 
диафрагму и микроскопа, поднять конденсатор впритык к пред­
метному столику и вынуть матовое стекло.
5. Перемещая лампу вращательными движениями по гори­
зонтальной прямой, получить четкое изображение нитей лампы 
на лепестках апертурной диафрагмы конденсора (для удобства 
на поверхность зеркала положить лист белой бумаги). Осторожно
меняя положение зеркала и слегка смещая лампу, добиться распо­
ложения нитей в центре диафрагмы.
6. Вынуть окуляр и поворотом зеркала совместить изображение 
полевой диафрагмы (светящуюся точку) с центром поля зрения.
7. Открыть полевую диафрагму осветителя и открывать апер­
турную диафрагму до тех пор, пока ее изображение не займет 2/3 
поля зрения.
8. Вставив окуляр и матовое стекло, с помощью реостата осве­
тителя установить нужную яркость освещения.
При переходе к работе с другим объектом следует закрыть 
полевую диафрагму и проверить установку света.
Рисовальный аппарат РА-4. Для зарисовки изображений, по­
лучаемых в микроскопе, используют рисовальный аппарат типа 
РА-4, который надевается на тубус микроскопа. Рисовальный ап­
парат состоит из призмы-кубика с набором светофильтров и плос­
кого зеркала, которые плотно соединены друг с другом при помо­
щи штанги длиной около 13 см.
Принцип работы с рисовальным аппаратом заключается в совме­
щении лучей, идущих от объекта под микроскопом и от плоскости 
бумаги, в результате чего глаз получает возможность одновремен­
но воспринимать увеличенное изображение и плоскость бумаги. 
Это обеспечивается призмой-кубиком и расположением зеркала под 
углом к штанге в 45°. Лучи от препарата, проходя через микро­
скоп и призму-кубик, воспринимаются глазом. Лучи, идущие от бу­
маги, сначала попадают на зеркало, затем, отражаясь от него под 
углом в 45°, попадают в призму-кубик, где еще раз отражаются 
и воспринимаются глазом одновременно с лучами от объекта.
Обязательным условием четкой видимости изображения и по­
верхности бумаги является равенство яркости их освещения. Если 
поле зрения освещено ярче бумаги, то изображение видно хоро­
шо, а кончик карандаша на поверхности бумаги будет едва заме­
тен или совсем не виден. При обратном соотношении видны ка­
рандаш и бумага, а изображение отсутствует или становится едва 
заметным.
Порядок работы с рисовальным аппаратом:
1. Ослабить винт кольца рисовального аппарата и надеть его 
на тубус микроскопа, из которого предварительно вынуть окуляр.
2. Вставить окуляр на прежнее место и с помощью винта за­
крепить аппарат на микроскопе так, чтобы его откидная часть была 
расположена параллельно глазной линзе окуляра и почти сопри­
касалась с ней.
3. Зеркало рисовального аппарата поместить с правой стороны 
микроскопа, а под него положить лист бумаги. При вертикальном 
тубусе плоскость бумаги должна быть параллельной плоскости 
стола, а при наклонном -  располагаться под углом, обеспечиваю­
щим ее перпендикулярность к оси тубуса. В последнем случае 
удобно пользоваться специальным рисовальным столиком с накло­
ненной плоскостью.
4. Отбросив откидную часть аппарата, навести объект на фо­
кус и осветить его источником направленного света, после чего 
снова опустить откидную часть на тубус.
5. Выровняв интенсивность освещения поля зрения и бумаги, 
добиться четкой видимости увеличенного изображения объекта 
и кончика карандаша на бумаге. Уравновешивание степени осве­
щения производится изменением интенсивности источника света 
и за счет наборов светофильтров, имеющихся в откидной части 
рисовального аппарата.
6. Смотреть через линзу рисовального аппарата в микроскоп 
и, видя изображение объекта, совмещенное с бумагой, обвести 
карандашом.
7. Дорисовывать детали и заканчивать рисунок следует без 
рисовального аппарата, отбросив его откидную часть.
Винтовой окулярный микрометр. Линейное измерение мик­
роскопических объектов производится винтовым окулярным мик­
рометром МОВ-1 -  15х. Он состоит из корпуса, окуляра и враща­
ющего барабана со ста делениями при цене деления 0,01 мм. 
В окуляр вмонтированы неподвижная шкала с восемью деления­
ми по 1 мм каждое и подвижная сетка, представленная перекрес­
тием и двумя штрихами.
Измерение производится так, что перекрестие подводят к од­
ному краю измеряемого объекта, отмечая отсчет по шкале и бара­
бану, затем переводят его к другому краю и вновь производят от­
счет. Разность между двумя отсчетами по барабану и дает длину 
объекта при данном увеличении объектива. Чтобы определить
истинные размеры объекта, нужно полученную разность отсчетов 
разделить на линейное увеличение объектива.
Определение линейного увеличения объектива (Р) удобно про­
водить в следующей последовательности:
1. Установить на предметный столик микроскопа объективный 
микрометр, поймать изображение его шкалы (длина линейки 1 мм, 
цена деления 0,01 мм).
2. Вынуть из тубуса микроскопа окуляр и надеть на него вин­
товой окулярный микрометр, закрепив винтом.
3. Совместить перекрестие винтового окулярного микрометра 
с одним из длинных делений объективного микрометра в правой 
части поля зрения микроскопа и записать показания по шкале и ба­
рабану винтового окулярного микрометра (А).
4. Вращая барабан винтового окулярного микрометра по ча­
совой стрелке, совместить его перекрестия с одним из длинных 
делений объективного микрометра в левой части поля зрения мик­
роскопа и снова записать показания по шкале окулярного микро­
метра (В).
5. Сосчитать число делений по шкале объективного микрометра 
между первым и вторым замерами (е).
6. Полученные данные подставить в формулу
Z а
где Р -  линейное увеличение объектива; А -  В -  разность отсче­
тов по шкале винтового окулярного микрометра; Z -  число деле­
ний объективного микрометра, полученных при измерении; а -  
цена деления шкалы объективного микрометра.
Таким способом определяется линейное увеличение объекти­
ва не менее трех раз. Среднее значение будет окончательной циф­
рой. Линейное увеличение определяется для каждого объектива, 
входящего в комплект данного микроскопа.
Представление результатов. Оценить качество изображения 
разных марок биологических микроскопов путем сравнения мик­
ропрепаратов. Представить рисунок продольного среза верхушки 
побега злака, сделанный с помощью рисовального аппарата и раз­
меры конуса нарастания (высота и ширина) при малом и большом 
увеличении микроскопа.
Работа 2
Методика получения постоянных препаратов
Цель работы : изучить основные этапы получения постоян­
ных микротомных препаратов.
Содержание работы . Процесс приготовления микротомных 
препаратов состоит из ряда последовательных операций: фиксации, 
промывки, обезвоживания, заливки в парафин, получения микро­
томных срезов, наклейки срезов на предметные стекла, окраски 
препаратов, заключения срезов в бальзам.
Фиксация (от лат. слова f ix u s -  прочный, неизменный, креп­
кий) -  такая обработка материала, которая дает возможность быст­
ро прервать течение жизненных процессов в объекте и сохранить 
неизменной тонкую структуру его клеток в таком виде, в каком 
они были в живом организме к моменту фиксации. Фиксирующие 
смеси оказывают на объект уплотняющее действие, что необходи­
мо при его резке, а также химическое воздействие -  протравлива­
ние, которое облегчает в дальнейшем окрашивание препарата.
Неудачно зафиксированный материал дальнейшей обработкой 
уже не может быть исправлен, поэтому необходимо соблюдать 
основные правила фиксации:
1. Фиксатор должен быть всегда свежим. Смесь готовится не­
посредственно перед фиксацией материала. Нельзя повторно 
пользоваться одной и той же порцией фиксатора. Любая фиксиру­
ющая смесь употребляется только один раз.
2. Фиксатор не должен быть слишком теплым. В летнее время 
его следует защищать от прямых лучей солнца. Хорошим сред­
ством является обертывание склянок из темного стекла, содержа­
щих растворы, мокрой тканью.
3. Объем фиксатора должен превышать объем фиксируемого 
материала в 10-15 раз. Недостаточное количество фиксирующей 
жидкости препятствует равномерности ее воздействия, а разбав­
ление растительным соком снижает концентрацию действующих 
начал.
4. Особое внимание следует обратить на состояние фиксируе­
мого материала. Фиксировать следует только совершенно свежий 
материал, в нем не должно быть признаков подсыхания или увя­
дания. Для сохранения органами растения тургорного состояния 
накануне фиксации их необходимо обильно полить. Поскольку 
обычно фиксируются части растения, то максимально должно быть 
сокращено время между их отделением от растения и погружени­
ем в фиксирующую смесь. Поэтому фиксация, как правило, про­
водится на месте произрастания растения.
5. В целях быстрого проникновения и полного пропитывания 
объекта фиксирующей жидкостью он не должен быть объемис­
тым. Нельзя фиксировать органы растения целиком, их следует 
разрезать бритвой на небольшие кусочки размером 0,5-1 см. Все 
ненужные покровы и ткани снимаются и обрезаются. Следователь­
но, объекту придаются та форма и величина, которые окажутся 
наиболее пригодными для дальнейшей обработки материала на мик­
ротоме.
6. Необходимым моментом при фиксации является удаление 
из тканей объекта воздуха, который препятствует равномерному 
проникновению фиксирующих смесей, особенно водных. Показа­
телем пропитывания объекта фиксатором служит погружение его 
на дно склянки. Удалить воздух можно путем многократного встря­
хивания сосуда, где происходит фиксация, или с помощью вакуум- 
насоса. Довольно удобным и быстрым способом освобождения 
фиксируемого материала от воздуха является применение меди­
цинского шприца типа «Рекорд».
7. Необходимо соблюдать рекомендуемое время фиксации.
8. В качестве посуды для фиксации можно использовать низ­
кие пробирки с хорошо подобранными корковыми пробками или 
пенициллиновые склянки. Посуда должна быть тщательно промыта 
с использованием хромовой смеси.
9. При фиксации следует соблюдать этикетирование фиксируе­
мого материала. С этой целью в сосуд с фиксирующей жидкостью 
перед или одновременно с погружением в нее образца опускают 
этикетку из бумаги с написанным на ней простым карандашом 
порядковым номером. Подробная расшифровка этого номера да­
ется в журнале фиксации:
Порядковый
номер
Дата
фиксации
Фиксируе­
мый орган
Изучаемый
вид
Фиксатор Примечание
Все фиксирующие смеси, применяемые в ботанической мик­
ротехнике, делятся на две группы -  водные и спиртовые.
Наиболее часто из водных фиксаторов употребляется фиксатор 
Навашина: хромовая кислота 1 %-я (10 частей), формалин 16 %-й 
(4 части), уксусная кислота ледяная (1 часть).
Для получения 1 %-й хромовой кислоты 780 мг хромового ан­
гидрида (Сг03) смешивают с 99 мл дистиллированной воды. Фор­
малин 16 %-й можно получить из 40 %-го формалина, имеющегося 
в продаже, путем соединения 100 мл 40 %-го формалина со 150 мл 
воды или 40 мл 40 %-го формалина с 60 мл Н20 .
Срок пребывания объекта в фиксаторе Навашина составляет 
24 ч. Смесь Навашина удобна для фиксации мелких, нежных 
объектов, особенно верхушек побегов и корней, и эмбриологичес­
ких объектов. Она действует мягко и незначительно нарушает при­
жизненную структуру клеток, сохраняя морфологические особен­
ности тканей, которые в дальнейшем очень хорошо окрашиваются 
гематоксилином по Гейденгайну. Но использование жидкости На­
вашина (в связи с медленным проникновением ее в ткани) требует 
обязательного отсасывания воздуха из объекта и длительной про­
мывки материала после фиксации в проточной водопроводной 
воде. Однако полученные результаты вполне окупают затраченное 
время.
При применении хромоформалиновых смесей необходимым 
условием является их свежесть, в связи с чем фиксатор готовят 
непосредственно перед употреблением. Если смешение хромовой 
кислоты с уксусной может производиться заранее, то добавление 
формалина должно производиться непосредственно перед самой 
фиксацией. Поэтому готовить смесь следует в количестве, не пре­
вышающем требуемого для 1-2 порций материала. Смесь зеленая 
или фиолетово-зеленая для фиксации непригодна. Раствор хромо­
вой кислоты лучше держать в склянке из темного стекла или обер­
нутой в черную бумагу.
Фиксатор Модилевского: хромовая кислота 1 %-я (9 частей), 
уксусная кислота 5 %-я (2 части), двухромовокислый калий 5 %-й 
(2 части), формалин 16 %-й (2 части).
Продолжительность фиксации 24 ч в темноте. Компоненты 
фиксирующей смеси соединяют непосредственно перед фиксаци­
ей. Фиксатор очень мягкий, хорошо сохраняет строение клеток. 
По действию на материал схож с фиксатором Навашина.
Из спиртовых фиксаторов наиболее часто используются сле­
дующие:
1. Фиксатор Карнуа: спирт 96 %-й (6 частей), хлороформ (3 ча­
сти), уксусная кислота ледяная (1 часть).
Время пребывания в фиксаторе составляет около 2 ч (при тол­
щине объекта 1-2 мм) или 3-6 ч (при толщине объекта 3-5 мм). 
Крупные объекты можно оставить в нем на ночь.
Смесь Карнуа удобна для фиксации объемистого эмбриоло­
гического материала (бутоны, завязи, соцветия). Она быстро про­
никает внутрь объекта, поэтому не требует отсасывания воздуха 
и продолжительной отмывки под струей проточной воды. Но раст­
вор Карнуа является фиксатором более грубым, так как быстрое 
проникновение внутрь объекта способствует его сжатию и съежи­
ванию. Кроме того, ткани после пропитывания смесью Карнуа пло­
хо окрашиваются гематоксилином.
2. Смесь Яковлева: вода дистиллированная -  60 см3, спирт 
96 %-й -  30 см3, уксусная кислота ледяная -  4 см3, формалин 
40 %-й -  6 см3.
Этот фиксатор удобен для грубых структур, особенно зерно­
вок (но с обязательным предварительным замачиванием их в воде 
в течение суток). Материал данной смеси может храниться очень 
долго, но после фиксации требуется продолжительная отмывка 
в проточной воде.
В состав большинства фиксирующих смесей входят многие 
токсические вещества, длительное воздействие которых отрица­
тельно сказывается на качестве материала. Кроме того, некоторые 
из компонентов фиксирующих жидкостей (формалин) при продол­
жительном воздействии вызывают излишнее уплотнение и хруп­
кость тканей. Поэтому после истечения срока фиксации материал 
необходимо очень тщательно отмыть.
Промывка. Зафиксированные в водных фиксаторах объекты 
промываются в проточной воде не менее 12-24 ч. Объекты, за­
фиксированные в спиртовых фиксаторах, промываются в двух -  
трех порциях 70 %-го спирта не менее 1-2 ч.
Для отмывки в проточной воде зафиксированный материал 
вместе с этикеткой, которая должна сопровождать материал до за­
ливки его в парафин, осторожно переносится в специальную стек­
лянную трубку (диаметром 1-2 см, высотой 4-5 см), нижний ко­
нец которой обвязан марлей. Затем обвязывают марлей верхний 
конец трубки. При отсутствии трубок материал промывается в двух­
слойных марлевых салфетках, завязывающихся ниткой в узелки. 
Стеклянные трубки или марлевые узелки переносят в химичес­
кий стакан, в который ставится воронка. Стакан помещается под 
водопроводный кран таким образом, чтобы струя воды попадала 
в него через воронку, а вытекала через щель между ними или из но­
сика стакана. При таком движении воды обеспечивается непре­
рывное обмывание материала струями, идущими снизу вверх.
Обезвоживание. Вся последующая подготовка объектов для 
приготовления микротомных срезов направлена на создание усло­
вий, обеспечивающих непосредственное заключение их в парафин. 
Осуществляется это двумя последовательными этапами: сначала 
вода, имеющаяся в объекте, замещается спиртом, который в даль­
нейшем замещается промежуточной средой (хлороформом или 
ксилолом), хорошо смешивающейся со спиртом и способной ра­
створять парафин, полностью замещаясь последним.
Процесс замены воды в объекте называется обезвоживанием. 
Сложность данного процесса состоит в том, что перемещение 
материала из водной среды в другую должно происходить посте­
пенно, без резкой смены ее состава и концентрации. В противном 
случае может быть нарушена структура клеток и тканей фиксиро­
ванного материала. Для постепенного перевода материала из воды 
в парафин составляется набор смесей воды со спиртом увеличива­
ющейся концентрации, начиная с 10 %-го до абсолютного ( 100%) 
через интервал в 10°.
Процесс обезвоживания материала удобно проводить по сле­
дующей схеме:
Концентрация спирта, 
град. 10 20 30 40 50 60 70 80 90 96 I 96 II 100 I 100 II
Срок пребывания мате­
риала в спирте, мин 10
20 30 30 30 30 30 60 60 60 60 60 60
В 70 %-м спирте фиксированный материал может храниться 
длительное время. Прерывать проводку и оставлять материал в дру­
гих спиртах на более длительный срок, чем указано в схеме, не ре­
комендуется.
При проведении материала через различные спирты удобнее 
не перекладывать материал из одной склянки в другую, а менять 
концентрации спиртов, сливая спирт меньшей крепости и наливая 
большей, оставляя объект в одном и том же сосуде. Чтобы объек­
ты во время замены спиртов не попали в склянку со сливаемым 
спиртом, переливание следует производить через воронку, обтя­
нутую капроновой или марлевой салфеткой. В качестве посуды 
для проводки удобно использовать пенициллиновые пузырьки.
После проведения через спирты большого количества матери­
ала они загрязняются и концентрация их постепенно снижается. 
Поэтому время от времени их фильтруют, а затем заменяют свежи­
ми. Чаще необходимо заменять спирты более высокой концентра­
ции (70-100 %).
Для удобства работы заготавливают набор спиртов нужной 
концентрации заранее, пользуясь следующей таблицей:
Требуемая концентрация 
спирта, град.
Необходимое количество
90 %-го спирта воды дистиллированной
10 10 90
20 21 79
30 31 69
40 42 58
50 52 48
60 62 38
70 73 27
80 83 17
90 94 6
Абсолютный спирт, необходимый при проводке, получают обез­
воживанием (дегидратацией) 96 %-го спирта. В качестве водоот­
нимающего средства используют медный купорос. Его обезвожи­
вание производят путем нагревания на медленном огне, во время 
которого он превращается в белый аморфный порошок. Прокали­
вание производят под тягой в фарфоровом тигле при постоянном 
перемешивании стеклянной палочкой. Излишний перегрев приво­
дит к разложению медного купороса, в результате чего он теряет 
водоотнимающие свойства. О разложении соли можно судить 
по появлению бурой окраски.
Вводить обезвоженный медный купорос в спирт удобнее всего 
в бумажных гильзах из фильтровальной бумаги, которые с обоих 
концов крепко завязаны. На 1 л 96 %-го спирта необходимо в сред­
нем 200 г безводного купороса. Медный купорос, поглощая воду 
из спирта, постепенно приобретает голубой цвет. Через сутки в спирт 
погружают новые гильзы. Процедуру повторяют 3^4 раза, до тех 
пор, пока цвет порошка не будет оставаться белым. Полученный 
спирт хранят в стеклянной посуде с притертой пробкой, куда опус­
каются гильзы, заполненные обезвоженным медным купоросом.
С помощью медного купороса можно добиться повышения 
концентрации спирта только до 98 %. Стопроцентный спирт мож­
но получить только путем обезвоживания прокаленной негашеной 
известью.
Следующий этап проводки материала перед парафинировани- 
ем состоит в замене спирта средой, легко смешивающейся с ним 
и способной растворять парафин, а также легко испаряться при 
его расплавлении. К таким веществам относятся ксилол, бензол, 
толуол, хлороформ. Наиболее часто используется хлороформ (пе­
ред употреблением его необходимо обезводить прокаленным мед­
ным купоросом).
Во избежание появления нежелательных изменений в фиксируе­
мом материале замена спирта промежуточной жидкостью, а затем 
и парафином производится также плавно, с постепенным повы­
шением концентрации заменяющего вещества. После абсолютно­
го спирта проводка продолжается по схеме (см. с. 58).
В случае необходимости в смеси II и III материал можно ос­
тавлять на 24 ч и более. После того как смесь пройдет пять пор-
Смесь I 75 % абсолютного спирта и 25 % хлороформа 1 ч 30 мин
Смесь II 50 % абсолютного спирта и 50 % хлороформа »
Смесь III 25 % абсолютного спирта и 75 % хлороформа »
Чистый хлороформ I »
Чистый хлороформ II »
ций материала, смесь I выливается, а смесь II занимает ее место. 
Смесь III готовится заново.
При перенесении объекта в новую смесь спирта с хлорофор­
мом он вначале всплывает на поверхность жидкости, а затем дол­
жен опуститься на дно стакана. Если объект не тонет, следова­
тельно, он плохо пропитался хлороформом и его нужно оставить 
в этом растворе на более длительный срок. В чистом хлороформе 
материал всегда плавает на поверхности.
Показателем хорошего обезвоживания служит отсутствие помут­
нения при переносе материала в смеси II, III и чистый хлороформ. 
Нужно помнить, что при хорошем пропитывании хлороформом 
объекты становятся прозрачными. Появление у объекта непроз­
рачных участков свидетельствует о неблагополучии при фиксации 
или в проводке.
Заливка в парафин. Последний этап работы заключается в пол­
ном замещении хлороформа парафином. Процесс основан на испа­
рении хлороформа, вместо которого в ткани входит расплавленный 
парафин. Необходимо, чтобы испарение происходило не слишком 
быстро, иначе парафин не успеет войти в ткани, объекты съежат­
ся и могут вовсе не пропитаться парафином. Это обстоятельство 
бывает наиболее частой причиной порчи материала.
Парафинирование объекта складывается из ряда последователь­
ных операций.
1. В стеклянные бюксы с хорошо притертыми крышками на­
ливают небольшое количество хлороформа и переносятся объек­
ты с этикеткой. Уровень жидкости должен быть выше материала 
на 2-Л мм.
2. Слегка наклонив бюкс, осторожно по стенке наливают не­
много расплавленного, но не горячего парафина, который должен 
покрыть тонким слоем всю поверхность жидкости.
3. После этого бюкс выпрямляют, и как только на парафине 
возникает пленка, так же осторожно доливают парафин в несколько 
большем количестве, чем растворитель. Парафин, застывая, обра­
зует непосредственно над жидкостью с материалом пробку, пре­
пятствующую быстрому испарению растворителя.
4. Бюксы плотно закрывают и помещают в термостат при тем­
пературе +40 °С на сутки.
5. Через сутки можно переходить к процессу испарения хло­
роформа. Сначала, слегка приоткрыв крышки, бюксы переносят 
в термостат с температурой +60 °С. По мере испарения хлорофор­
ма материал пропитывается расплавленным парафином, который 
можно доливать, если в бюксе его окажется недостаточно.
Полное исчезновение растворителя определяется по отсут­
ствию запаха и специфичного вкуса: хлороформ придает парафи­
ну приторно-сладкий привкус. При задержке испарения парафин 
следует слить, заменив его чистым. Определение окончания испа­
рения хлороформа необходимо производить с максимальной точ­
ностью. Как правило, испарение продолжается от 5 до 8 суток. 
Длительное пребывание материала в термостате нежелательно, 
преждевременное удаление -  тоже, так как это делает его непри­
годным для резки на микротоме. Материал в расплавленном пара­
фине должен быть столь же однороден и прозрачен, как и в чис­
том хлороформе.
6. При полном удалении растворителя из парафина, а следова­
тельно и из объекта, материал вынимают из термостата и произ­
водят заливку. Заливка состоит в том, что расплавленный пара­
фин вместе с объектом и этикеткой переливается в форму, где он 
застывает. Получающийся кусок парафина, содержащий в себе 
объекты и этикетку, называют пряником. Этикетку приклеивают 
к верхней поверхности пряника, накладывая ее на только что на­
чавший остывать парафин, когда на нем появится тонкая пленка. 
Материал в таких пряниках может храниться годами. В качестве 
формы можно использовать самодельные коробочки из пергамен­
тной бумаги (3 х 2 х 1 см) или металлические колпачки.
Качество пропитывания материала парафином в значительной 
степени обусловлено качеством парафина. Он должен быть одно­
родным, аморфным, чистым, не должен содержать летучих при­
месей и обладать определенной температурой плавления (+50- 
+54 °С). Высокая точка плавления парафина обусловлена твердо­
стью, низкая -  мягкостью парафина.
Способ приготовления парафина. Парафин, который продает­
ся в аптеках, не пригоден для непосредственного использования 
в данной работе, так как он не обладает перечисленными свой­
ствами. Для получения парафина высокого качества его варят 
в течение 5-7 дней в кипящей дистиллированной воде при откры­
той крышке с добавлением пчелиного воска из расчета до 30 г 
на 1 кг парафина. Воду следует менять ежедневно. В конце варки 
парафин с целью очистки его от механических примесей фильт­
руется через горячую фильтровальную воронку в эмалированную 
ванночку, стенки которой смазаны глицерином. После застывания 
парафин нарезается на палочки размером 10 * 1 * 1 см.
При работе с парафином нужно соблюдать определенные пра­
вила: оберегать расплавленный парафин не только от капельно­
жидкой воды, но и от ее паров, поэтому во время работы нужно 
стараться не дышать на него.
Операция получения микротомных срезов начинается с пере­
носа объекта из парафинового пряника на деревянный блок (ку­
бик) с размерами граней 1,5-2 см. Блоки перед использованием 
рекомендуется прокипятить в парафине. Монтирование объекта 
на блок для последующей резки на микротоме удобнее всего про­
водить методом закапывания, введенным С. Г. Навашиным. Укреп­
ление объекта выполняется в следующей последовательности:
1. На пламени спиртовки нагревают одну из торцевых сторон 
деревянного блока и на нее с подогретого конца парафиновой па­
лочки постепенно наносят каплю за каплей парафин, пока не об­
разуется слой 2-4 мм. Это и есть «подушечка» или «фундамент».
2. Пряник с материалом расплавляют над спиртовкой в фар­
форовой чашечке (не кипятить!) и препаровальной иглой перено­
сят объект в парафин на деревянный кубик.
3. Теплой иглой поправляют объект, ориентируя его в нужной 
плоскости, и осторожно начинают заливать парафином с подогре­
того конца парафиновой палочки. Чтобы капли не скатывались 
с возвышения, каждую из них следует наносить после появления 
пленки. Только тогда они могут удержаться на незастывшем вали­
ке парафина, окружающем объект. Капать следует до тех пор, пока 
объект не будет покрыт достаточным слоем парафина, который 
будет возвышаться в виде большой полупрозрачной капли.
4. Нагретой иглой провести около объекта, находящегося в кап­
ле застывающего парафина. Это поможет смешению наружного 
парафина с тем, который пропитывает материал, до получения 
однородной массы. В противном случае при резке объект будет 
выскакивать из срезов.
5. После затвердения парафина на лицевую сторону блока на­
клеивают этикетку с порядковым номером фиксации.
6. Теперь заливке нужно придать определенную форму и ве­
личину. Для этого удаляют лишний парафин вокруг объекта, 
пользуясь лезвием безопасной бритвы. Снимать его удобнее, со­
стругивая с верхушки парафиновой капли до тех пор, пока объект 
не начнет просматриваться через парафин. Затем обрезают пара­
фин с боковых граней, оставляя с каждой стороны объекта слой 
2-3 мм, и придают блоку форму прямоугольной призмы с граня­
ми, строго параллельными друг другу. Только в этом случае при 
резке на микротоме получится правильная лента срезов.
Общим необходимым условием получения срезов на микрото­
мах любого типа (ротационном или салазочном) является перпен­
дикулярное положение ножа по отношению к объекту и измене­
ние расстояния между ними после каждого среза на заданное число 
микрон. Для этого деревянный блок вместе с перенесенным на него 
объектом зажимается специальным устройством в микротомном 
столике и после установления блока в нужном положении закрепля­
ется неподвижно. Микротомный столик связан с микрометричес­
ким винтом таким образом, что передвижение последнего приводит 
к смещению столика, а следовательно и блока, на строго опреде­
ленное расстояние.
Срезы получают таким образом:
1. Вставив нож в держатель, отодвинуть салазки микротома 
вместе с ножом назад и установить подачу микротома на нужное 
число микрон. С левой стороны разместить настольную лампу для 
подогревания ножа и блока и коробку, дно которой покрыто чер­
ной бумагой, с правой стороны -  кисточку, иголку, марлевую сал­
фетку.
2. Зажать блок в микротомном столике так, чтобы длинная сто­
рона объекта приходилась параллельно ножу; установить его на та­
ком уровне, чтобы верхушка блока почти соприкасалась с ножом, 
и закрепить неподвижно.
3. Отодвинуть салазки с закрепленным в них ножом назад 
до упора. Подвинуть салазки с ножом на себя. Встречая на своем 
пути приподнятый блок, нож срезает парафин с объектом, и срез 
ложится на его поверхность. Вести нож следует быстро, сохраняя 
плавность движения и равномерность затрачиваемого усилия, что 
легко приобретается практикой.
4. Затем салазки вновь отодвинуть назад до упора и снова ав­
томатически поднять блок на толщину среза. Перемещая салазки 
к себе, сделать второй срез и т. д. Каждый новый срез остается 
на ноже, отодвигает предыдущий и соединяется с ним в ленту. Для 
получения хорошей ленты движения ножа должны быть доста­
точно быстрыми и плавными.
5. Ленту, состоящую из 10-30 срезов, нужно осторожно снять 
с ножа мягкой кисточкой, перенести в коробку с черным дном 
и уложить в строгой последовательности матовой стороной вверх, 
т. е. в том же положении, как срезы ложились на нож. В конце 
ленты обязательно разместить этикетку с номером, приклеенную 
к блоку во время закапывания объекта. В таких коробках при за­
крытых крышках ленты могут храниться до нескольких суток, осо­
бенно если будут находиться в холодильнике.
При получении микротомных срезов необходимо соблюдать 
следующие правила:
1. Нож должен быть остро и правильно отточен (должен раз­
резать тонкий волос, если его поднести к лезвию и дунуть на него). 
Перед началом работы желательно производить правку ножа 
на ремне.
2. Нож закрепляется в таком положении, чтобы фасетка лез­
вия была параллельна граням парафинового блока и перпендику­
лярна направлению движения ножа. Угол наклона ножа определя­
ется предварительно на пробных срезах. При слишком крутом 
наклоне нож начинает скоблить верхнюю поверхность блока, а при 
недостаточной величине угла при обратном движении ножа вы­
крашивается передний край блока.
3. Нож и все части микротома должны содержаться в большой 
чистоте. Нож протирается легким движением вдоль фасетки с обе­
их сторон мягкой тряпочкой, в случае необходимости смоченной 
ксилолом. Движущиеся части должны быть хорошо смазаны ма­
шинным или вазелиновым маслом, защищены от пыли и остатков 
парафиновых стружек. После каждой резки микротом тщательно 
очищается и обязательно закрывается колпаком. Хорошо протер­
тый нож вынимается и хранится в специальном футляре в подве­
шенном состоянии, не касаясь деревянной стенки лезвием.
Наиболее часто встречающиеся затруднения во время работы 
на микротоме и способы их устранения представлены в таблице.
Затруднения, возникающие при работе на микротоме
Характер неудачи
Срезы получаются отдель­
ными или крошатся, нет 
сплошной ленты
Срезы мнутся, морщатся 
и прилипают к ножу
Лента искривляется
При обратном ходе ножа 
срез снимается с его поверх­
ности
Срезы ломаются, растрески­
ваясь в направлении, парал­
лельном фасетке
Возникают продольные ца­
рапины на ленте. Разрыв 
ленты
Нож скачет через объект, 
при обратном ходе выкраши­
вается передняя грань блока
Причина
Слишком твердый пара­
фин, в комнате холодно
Слишком мягкий пара­
фин. В комнате высокая 
температура
Отсутствует параллель­
ность переднего и задне­
го краев блока
Загрязнена нижняя сто­
рона ножа. Нож постав­
лен слишком круто. Нож 
тупой
Нож поставлен слишком 
круто
Нож имеет зазубрины. 
В блоке твердые пылинки
Нож поставлен слишком 
полого
Способ устранения
Повысить температуру око­
ло микротома. Подогреть 
блок и нож электрической 
лампой
Понизить температуру, за­
лить объект в более твер­
дый парафин
Выровнять неправильно 
обрезанные края парафино­
вого блока. Попробовать 
резать другой частью ножа
Протереть ксилолом ниж­
нюю сторону ножа. Умень­
шить угол наклона ножа. 
Наточить нож
Уменьшить угол наклона 
ножа
Передвинуть нож. Переза- 
капать объект
Увеличить угол наклона 
ножа
Характер неудачи Причина Способ устранения
Объект выпадает из срезов Плохое парафинирование Провести парафинирование
или из блока или заливка или заливку снова
Возникают пропуски в полу­ Тупой нож для данной Наточить или заменить
чении срезов. Срезы имеют толщины среза нож. Увеличить толщину
различную толщину срезов
Срезы получаются гофриро­ Плохая заливка. Тупой Перезакапать объект. Нато­
ванными (волнистыми) нож чить нож
Для качества парафиновых срезов важное значение имеет их 
толщина. Для анатомических препаратов меристем корня срезы 
удобнее делать толщиной 7-8 мкм, меристем побегов 9-10 мкм, 
зародышей семян 6-7 мкм. Для эмбриологических целей толщина 
срезов может быть 10-15 мкм.
Полученные микротомные срезы перед окраской должны быть 
наклеены на предметные стекла. Подготовку предметных стекол 
начинают с подбора их по толщине. Они тщательно проверяются 
с помощью микрометра. Для микротомных препаратов применя­
ются лишь стекла толщиной 1,0-1,2 мм. Затем на одном конце 
стекла матируется с помощью ручного или электрического точила 
участок шириной 1,0-1,5 см. В результате на поверхности стекла 
образуется матовый край, на котором при наклейке срезов делает­
ся надпись простым графитовым карандашом. Эти надписи дер­
жатся прочно и не смываются ни в одной из жидкостей, через ко­
торые проходит далее препарат. Если станок отсутствует, надписи 
можно сделать прямо на стекле с помощью туши, смешанной 
в равной пропорции с куриным белком и глицерином.
Предметные стекла должны быть абсолютно чистыми и обез­
жиренными. Для этого их тщательно моют ершиком с мылом 
в горячей воде. Затем ополаскивают в холодной воде и помещают 
в насыщенный водный раствор двухромовокислого калия с кон­
центрированной серной кислотой (хромпик) в пропорции 3 : 1 или 
4 : 1 .  При смешивании серной кислоты с водой в любых пропорци­
ях происходит большое выделение тепла и сжатие объема жидко­
сти. В связи с этим необходимо с большой осторожностью вливать
в воду серную кислоту. В хромовой смеси стекла могут находить­
ся неопределенно долгое время, но не менее суток.
Чтобы проверить чистоту стекол, нужно нанести на них несколь­
ких капель воды. Если она будет хорошо растекаться, значит, стекло 
чистое, а если будет собираться каплями, то на стекле имеются 
следы жира. На таких стеклах срезы не держатся и отклеиваются 
очень быстро. Чистые стекла берутся только пинцетом.
Для наклеивания срезов можно использовать и стекла, бывшие 
в употреблении, даже покрытые бальзамом. Для этого их нужно 
прокипятить в растворе любой моющей пасты 30-40 мин, ополос­
нуть под краном с помощью ершика, прокипятить еще раз и обез­
жирить в хромпике.
На хорошо промытые и абсолютно чистые предметные стекла 
можно наклеивать парафиновые срезы без белка или других при­
клеивающих веществ. Если нет уверенности в чистоте стекол, 
то срезы приклеиваются с помощью белка, который готовится сле­
дующим образом.
Приготовление белка. Куриный белок соединяют с равным 
по объему количеством глицерина и, хорошо взболтав, фильтру­
ют через складчатый бумажный фильтр. Фильтрование идет очень 
медленно, в течение нескольких суток, поэтому воронка должна 
быть сверху обязательно прикрыта. В смесь белка с глицерином 
и сосуд, куда она фильтруется, добавляют кристаллик фенола или 
тимола (или любого антисептика). Отфильтрованный белок готов 
к употреблению. Его разливают в пенициллиновые пузырьки. 
В пробку каждого из них вставлена стеклянная палочка, касаю­
щаяся нижним концом налитой жидкости.
Наклеивать срезы на предметное стекло удобнее всего в сле­
дующей последовательности:
1. Вынуть из хромпика предметные стекла, хорошо промыть 
в проточной воде и перенести их в стакан с дистиллированной водой.
2. Пинцетом достать предметное стекло, протереть с нижней 
стороны фильтровальной бумагой, положить на черный трафарет 
матированной стороной вверх. Слегка коснувшись его поверхнос­
ти концом стеклянной палочки два раза, нанести белок, а из ка­
пельницы -  несколько капель дистиллированной воды так, чтобы 
она равномерно покрыла всю поверхность предметного стекла.
3. На матированном конце стекла простым карандашом акку­
ратно сделать надпись в виде дроби, числитель которой будет озна­
чать порядковый номер стекла, а знаменатель -  номер фиксации. 
Кроме того, записывают толщину среза и координаты срединного 
среза (позднее).
4. Препаровальными иглами, а еще лучше кисточкой, смочен­
ной водой, перенести на предметное стекло участки парафиновой 
ленты, осторожно опуская их на воду, на поверхности которой они 
удерживаются. Срезы располагаются блестящей стороной вниз, 
сохраняя пространственную ориентацию, возникающую при их 
получении. На одно предметное стекло можно положить столько 
срезов, сколько уместится на площади, занимаемой одним или 
двумя покровными стеклами.
5. На стекле срезы укладывают в строгой последовательности, 
располагая их радами. Чаще всего начало препарата находится 
в верхнем углу; это значит, что туда кладут первый срез, а вниз 
укладываются следующие за ним. Так создается первый ряд, дли­
на которого должна быть несколько меньше длины покровного 
стекла. Сосчитав число срезов в ряду, скальпелем разделить пара­
финовую ленту на такие же участки, чтобы можно было переносить 
на стекло сразу целые рады срезов и укладывать их один за дру­
гим перпендикулярно длинной стороне предметного стекла.
6. Срезы, полученные на микротоме, почти всегда бывают не­
сколько сжаты и сморщены. Для получения качественных препа­
ратов необходимо их расправить: уложив срезы, очень осторожно 
подогреть стекло над спиртовкой, чтобы вода, нагреваясь, увели­
чилась в объеме и растянула их. Температура воды должна быть 
несколько ниже точки плавления парафина и лишь размягчать его, 
но не расплавлять, иначе можно испортить материал.
7. Как только срезы достаточно расправятся и вода остынет, 
нужно, несколько наклонив стекло, слить с его угла избыточную 
воду. Осторожно иглой поправить расположение срезов, аккурат­
но и плотно уложив их друг около друга. Срезы должны быть па­
раллельны друг другу в продольном и поперечном направлениях, 
тогда их легче будет просматривать под микроскопом.
8. Промокнуть срезы фильтровальной бумагой, прижимая ее 
к стеклу подушечками пальцев, и как можно быстрее перенести
стекла на специальном трафарете в термостат с температурой 37- 
40 °С. Если вода испаряется при комнатной температуре, когда 
парафин находится в затвердевшем состоянии, то после ее удале­
ния между парафином и стеклом возникают щели и срезы могут 
отклеиваться во время покраски. При испарении воды в термостате 
размягченный парафин заполнит образовавшиеся пустоты и сре­
зы прочно приклеятся к стеклу. Сушка длится 5-7 дней.
После высыхания срезы должны иметь совершенно равномер­
ную прозрачность на просвет (не принимаются во внимание раз­
личия, зависящие от присутствия объекта). В отраженном свете 
с задней (стеклянной) стороны срезы не должны иметь светлого 
зеркального блеска. Блеск указывает на присутствие воздуха меж­
ду срезами и стеклом. В последующих операциях они будут от­
клеиваться. Исправить это можно, погрузив стекло с наклеенны­
ми срезами в разведенный спирт (40-50°) на 2-3 мин и вторично 
высушив его в термостате при температуре 40 °С. Предметные 
стекла с наклеенными срезами могут в случае необходимости со­
храняться неограниченно долго в защищенном от пыли месте.
Процесс окрашивания микротомных препаратов, независимо 
от способа их окраски, состоит из трех последовательных операций:
1) освобождения срезов от парафина и доведения препаратов 
до воды через промежуточную среду;
2) окрашивания с протравливанием и дифференцировкой в слу­
чае необходимости;
3) обезвоживания и заключения в канадский бальзам.
Вся проводка стекол по средам и сама окраска проводятся в с- 
клянках с притертыми пробками (высота 8-10, диаметр 4 -6  см). 
В них наливают растворы, необходимые для удаления парафина, 
обезвоживания и окраски. Уровень жидкости должен соответство­
вать уровню срезов на препаратах, стоящих в склянке, и полнос­
тью закрывать их.
При окраске кроме растворов, налитых в цилиндры, необхо­
димо иметь те же жидкости в капельницах -  для предварительно­
го смывания стекол перед опусканием в склянку. Склянки ставят 
в том порядке, в каком будут производиться проводка и окраска 
стекол, помечая их соответствующими надписями.
Замена на препарате одной среды на другую происходит при 
переносе их из одной склянки в другую. При этом нужно выпол­
нять следующие условия:
1. Стекла опускать в склянку с жидкостью надписью вверх, 
стараясь не замочить ее.
2. Препараты ставить таким образом, чтобы срезы находились 
на стороне, обращенной к стенке склянки. Если препаратов много, 
то, соединив сторонами без срезов в пары, их также располагают 
по стенкам склянки. Пары стекол можно поставить и друг около 
друга, надев сверху стеклянные скобки (хомутики) для предотвра­
щения соприкосновения поверхностей, имеющих срезы. Скобки 
можно заменить спичками с обломанными головками или канце­
лярскими скрепками.
При переносе из одной среды в другую со стекла самым тща­
тельным образом нужно удалить остатки прежней среды. Для этого 
обратную сторону стекла хорошо протереть фильтровальной бу­
магой. Затем поверхность стекла со срезами смыть несколько раз 
из капельницы тем раствором, в который препарат переводится, 
а свободную от срезов поверхность осторожно промокнуть.
Все время следует следить за тем, чтобы срезы не подсохли, 
что заметно по их побелению, в противном случае необходимо 
немедленно смочить их из капельницы.
Стекла переносить только пинцетом с того конца, где имеется 
надпись.
Окрашивание препаратов с микротомными срезами следует 
начинать только после того, как они хорошо подсохнут. Освобожде­
ние от парафина, как и пропитывание им, происходит постепен­
но, с использованием промежуточных сред. В качестве раствори­
теля служат хлороформ, ксилол, бензол. Удобнее всего применять 
первый из них. Промежуточной средой является спирт разных кон­
центраций.
Для предотвращения излишнего загрязнения реактивов во вре­
мя проводки на препарат предварительно наносится хлороформ 
из капельницы, который начинает растворять парафин. Для уско­
рения растворения часто применяют легкий подогрев препаратов 
над пламенем спиртовки, но только до окапывания. Через несколь­
ко минут хлороформ сливают, препарат смывают несколько раз
из капельницы и опускают стекло в хлороформ I, после чего акку­
ратно, соблюдая правила, проводку проводят по схеме: хлороформ I 
(лучше оставить на ночь); хлороформ II (10 мин); спирт 96 %-й I 
(5-10 мин); спирт 96 %-й II (5-10 мин); дистиллированная в о д а - 
две смены по 5 мин.
Наиболее универсальным, широко распространенным в бота­
нической микротехнике, дающим хорошие результаты, особенно 
при изучении меристем побегов и корней, является способ окра­
шивания гематоксилином по Гейденгайну. В микротехнике приня­
то окрашивание проводить по схеме: раствор 1, раствор 2 и т. д., 
так как все растворы готовятся заранее и стоят в склянках, а пере­
носят стекла из одного раствора в другой.
1. Препарат довести до дистиллированной воды описанным 
выше способом.
2. Железоаммонийные квасцы 4 %-е -  4 -6  ч. Растворы желе­
зоаммонийных квасцов, используемые для протравы, а в дальней­
шем -  для дифференцировки, готовятся незадолго перед покрас­
кой, поскольку они долго не хранятся.
3. Вода дистиллированная I, II -  ополоснуть.
4. Гематоксилин -  8-12 часов (можно на ночь).
5. Вода дистиллированная I, II -  ополоснуть.
6. Дифференцировка в 2 %-х железоаммонийных квасцах с конт­
ролем под микроскопом. Наблюдения за ходом дифференцировки 
ведутся непрерывно, и ими должно быть охвачено большинство 
срезов. Срезы быстро отдают краску, и в клетке начинают посте­
пенно проявляться отдельные структуры. Ориентируясь на четкую 
видимость ядрышек, в момент начала их раскраски дифференци- 
ровку прекращают. Для приостановки дифференцировки срезы 
ополаскивают дистиллированной водой.
7. Вода проточная водопроводная -  1 ч.
8. Вода дистиллированная I, II -  ополоснуть.
Все последующие этапы направлены на обезвоживание срезов 
перед заключением их в бальзам. Процесс непрерывный и общий 
независимо от типа красителя.
9. Спирт 96 %-й III -  10-15 мин.
10. Спирт 96 %-й IV -  10-15 мин.
11. Бутиловый спирт I -  10-15 мин.
12. Бутиловый спирт II -  10-15 мин.
13. Ксилол I -  10-15 мин.
14. Ксилол II -  10-15 мин (лучше на ночь).
15. Заключение в канадский бальзам.
Интенсивность окраски гематоксилином по Гейденгайну в боль­
шой степени зависит от качества фиксации и качества применяе­
мых материалов. Этот краситель лучше применять при фиксации 
материала в растворе Навашина. Однако даже незначительное уве­
личение количества формалина в фиксаторе приводит к тому, что 
при дифференциации в квасцах цитоплазма плохо отдает гемато­
ксилин и слабо раскрашивается. Только строгое соблюдение всех 
правил последовательных операций при получении микротомных 
препаратов приводит к хорошим результатам. Срезы получаются 
окрашенными в контрастные оттенки синего цвета. Наиболее ин­
тенсивно окрашивается ядрышко (оно почти черное), менее ин­
тенсивно- ядро, еще слабее -  цитоплазма, а оболочка остается 
бесцветной. При такой дифференциальной окраске нетрудно по­
лучить с препарата микрофотографии хорошего качества, пользу­
ясь желтым или синим светофильтром.
Приготовление гематоксилина. Гематоксилин (С16Н1406) полу­
чают в виде кристаллического порошка из экстракта древесины 
кампешевого дерева. Красящим началом служит не само вещество, 
а продукт его окисления -  гематеин (С16Н1206), получающийся пос­
ле отдачи двух атомов водорода. Следует употреблять гематокси­
лин самого лучшего качества. Существует несколько способов из­
готовления этого красителя.
Раствор гематоксилина по Гейденгайну готовят с обязательным 
использованием для разбавления дистиллированной воды. К 1 г 
гематоксилина прибавляют 10 мл 96 %-го спирта и 90 мл воды 
и оставляют созревать при доступе воздуха на свету в течение 2-  
4 недель, удаляя пыль ватным тампоном. Перед употреблением раз­
бавляют равным количеством воды, добавляя антисептик. Краси­
тель годен для работы в течение длительного времени.
При ускоренном способе приготовления 1 г гематоксилина ра­
створяют в 100 мл воды, нагревая на водяной бане в течение 30- 
60 мин. Полученный раствор хорошо фильтруют, после остыва­
ния к нему добавляется кристаллик тимола, а перед употреблени­
ем -  равное количество воды.
Правильно приготовленный раствор должен иметь красный или 
красно-бурый цвет. Проверка пригодности гематоксилина для окрас­
ки производится добавлением в стакан с водопроводной водой 
нескольких капель раствора. Если вода станет аметистово-лило­
вой, то гематоксилин пригоден, а если приобретает желтый, буро­
вато-лиловый цвет или появляется черная муть, то раствором 
пользоваться нельзя, его возвращают на дозревание. При появле­
нии мути или хлопьев раствор гематоксилина рекомендуется про­
фильтровать. Фильтрацию повторяют регулярно после нескольких 
употреблений.
Приготовление генцианового фиолетового. Генциановый фи­
олетовый, или генциан-виолет, окрашивает очень хорошо в фио­
летовый цвет одревесневшие оболочки, ядра и хромосомы. Чаще 
употребляется водный раствор. Для его приготовления 1 г краси­
теля растворяют в 100 мл дистиллированной воды. Раствор сразу 
готов к употреблению. Генциан-виолет часто применяется вместе 
с подкраской плазменными красителями: 1 %-м спиртовым раство­
ром эозина или насыщенным раствором оранжа в гвоздичном мас­
ле. Необходимый при окраске раствор йода в йодистом калии го­
товится соединением 1 части йода с 1 частью йодистого калия 
и 100 частями 80 %-го спирта. Окраска идет обычным способом. 
Препарат, доведенный до воды, помещают в раствор генцианового 
фиолетового на 5-15 мин. После ополаскивания в дистиллирован­
ной воде его переносят в раствор йода в йодистом калии на 30- 
40 с. Обезвоживание и заключение в бальзам проводят по обще­
принятой схеме.
Приготовление сафранина. Окрашивает в красный цвет одре­
весневшие оболочки, хромосомы, ядрышки. Употребляется 1 %-й 
водный или 0,5 %-й раствор в 50-градусном спирте. Особенно проч­
ный краситель получается по методу Картиса: 2 г красителя ра­
створить в 100 мл воды, добавить 0,25 г поташа и 1/3 хлороформа 
от всего количества. Раствор хорошо взболтать и дать постоять 
сутки. Окраска сафранином продолжается от 5-10 мин до 1 ч. 
Хорошо комбинируется с водным синим или светлым зеленым.
Приготовление основного фуксина по Фельгену. Окраска 
по Фельгену считается одной из лучших для ядерного вещества. 
Процесс приготовления красящего раствора удобнее проводить 
в следующем порядке:
1. Взяв 1 г чистого основного фуксина (парафуксина), тщатель­
но растереть его в фарфоровой ступке и растворить в 200 мл ки­
пящей воды.
2. Горячий раствор несколько раз взболтать и профильтровать 
через фильтр в склянку с притертой пробкой.
3. Остудить жидкость до 50 °С, прибавить 20 мл 1н НС1 и, про­
должая охлаждать до 25 °С, добавить 1 г биосульфита натрия 
(NaHS03).
4. Получившийся раствор густо-вишневого цвета должен че­
рез сутки -  двое обесцветиться и приобрести светло-желтый цвет. 
Если раствор не обесцветился, он не пригоден для окраски. Иног­
да обесцвечивание получается только после дополнительного при­
бавления небольшого количества бисульфита натрия, который 
высыпают в раствор на вторые сутки.
5. Полученный реактив, часто называемый «реактивом Шиф- 
фа», в темноте может храниться долгое время, поэтому склянку 
хорошо заворачивают в светонепроницаемую бумагу. Раствор дол­
жен быть бесцветным или слабо-желтым.
Перед проведением окраски кроме реактива Шиффа готовят 
однонормальный раствор НС1 и «сернистую воду» по следующе­
му рецепту:
а) к 200 мл дистиллированной воды прилить 4 мл концентри­
рованной соляной кислоты (удельный вес 1,19);
б) в 25 мл дистиллированной воды растворить 4 г безводного 
или 8 г кристаллического бисульфита натрия;
в) соединить оба раствора и хранить в темноте. Сернистую воду 
готовят незадолго до окраски. Ее используют до тех пор, пока она 
имеет сильный запах сернистого газа. По возможности каждый 
раз перед употреблением готовить свежий раствор.
1 н раствор соляной кислоты готовится либо путем титрова­
ния с нормальным раствором щелочи, либо (что проще, но не столь 
точно) путем добавления 82,8 мл крепкой соляной кислоты удель­
ного веса 1,19 к 1л  воды.
Следует помнить, что реакция Фельгена действительна только 
при гидролизированном материале и применять ее без гидролиза 
нельзя.
Окраску реактивом Фельгена -  Шиффа следует проводить по сле­
дующей схеме.
1. Препараты обычным способом довести до воды и опустить 
на 2-3 мин в холодную 1 н НС1.
2. Провести гидролиз в 1 н НС1 при температуре 50-60 °С в те­
чение 6 мин. Для этого в химическом стакане заранее подогревают 
на водяной бане соляную кислоту с таким расчетом, чтобы в мо­
мент погружения препаратов ее температура была 61-63 °С, она 
должна сразу снизиться до 58-60 °С. Гидролиз должен проходить 
в оптимальных условиях. Между препаратами обязательно ставит­
ся термометр, по которому все время следят за температурой, под­
держивая ее на нужном уровне, снимая стакан с бани и вновь ста­
вя на нее.
3. По истечении срока гидролиза препараты быстро опускают 
в холодную 1н НС1, после чего хорошо ополаскивают дистилли­
рованной водой. В холодной соляной кислоте гидролиз сразу пре­
кращается.
4. Поместить в реактив Шиффа на 3 ч.
5. Тщательно промыть в трех сменах сернистой воды по 5 мин 
в каждой.
6. Промыть водопроводной водой в течение 5-10 мин.
7. Промыть в двух сменах дистиллированной воды по 3-5 мин 
в каждой.
8. Обезвоживание, проводку через ксилол, заключение в баль­
зам проводить обычным способом.
Реактив Шиффа окрашивает в клетках обычно только ядра 
и хромосомы, поэтому очень хорошие результаты дает покраска 
цитоплазмы светло-зеленым (лихтгрюн) или эозином. Подкраши­
вание производят 1 %-м спиртовым раствором лихтгрюна после 
96 %-го IV спирта (перед погружением препаратов в бутиловый 
спирт) в течение 1-2 мин.
Для превращения срезов в постоянные препараты их заключа­
ют в канадский бальзам, получаемый из кедровой или пихтовой 
смолы, которую растворяют в ксилоле до густоты меда. Готовый
бальзам наливают в пенициллиновый пузырек, закрытый корко­
вой пробкой, через которую пропущена стеклянная палочка.
Заключение срезов в бальзам производится следующим образом:
1. Вынув из ксилола препарат, сторону стекла, имеющую сре­
зы, ополоснуть ксилолом, а противоположную протереть фильт­
ровальной бумагой. Быстро определить, с какой стороны находят­
ся срезы, поможет надпись, расположенная на одной поверхности 
с ними.
2. Положив препарат на чистую фильтровальную бумагу, на­
нести на срезы 1-2 капли канадского бальзама.
3. Взяв пинцетом чистое покровное стекло, поставить его на­
клонно вдоль срезов, поддерживая верхний край препаровальной 
иглой. Скользя по игле, стекло постепенно опускается на объек­
ты, и канадский бальзам занимает все пространство между ним 
и покровным стеклом. Покровное стекло нужно размещать обяза­
тельно выпуклой стороной кверху. В этом случае при наведении 
стекла на электрическую лампочку четко просматривается ее спираль.
4. Слегка нажимая пинцетом или концом деревянной ручки 
препаровальной иглы, удалить лишний бальзам и пузырьки воз­
духа, если они появятся.
5. Препараты сушатся в горизонтальном положении на фанер­
ных или картонных трафаретах. Обычно их сушат в термостате 
при температуре 37-40 °С. Сохнут они медленно, и только через 
2-4 дня их можно просматривать.
6. Просохшие препараты очистить от выступившего из-под сте­
кол лишнего бальзама с помощью ксилола. После проверки над­
писи их можно считать пригодными к просмотру.
Подготовка покровных стекол. Покровные стекла нужной тол­
щины, не превышающей 0,16-0,18 мм, отбираются с помощью 
микрометра. Более толстые стекла препятствуют наведению на фо­
кус, что особенно сказывается при фотографировании препаратов. 
Среди отобранных стекол выбраковывают стекла, имеющие цара­
пины, пузырьки и особенно кривизну поверхности, так как они 
вызывают вхождение пузырьков воздуха под покровное стекло 
и даже отставание его края или краев. Разложив стекла в один слой 
в чашке Петри, их моют в проточной воде при помощи мыла и ер­
шика. Затем переносят в 70 %-й спирт. Стекла насухо протирают
марлей или мягкой тряпочкой и хранят в чистых бюксах с крыш­
ками. Брать чистые покровные стекла следует только пинцетом.
Смонтированный препарат заносится под очередным номером 
в каталог, в котором отмечается способ окраски, номер по журна­
лу фиксации, стоящий на препарате. Полученные препараты мо­
гут храниться неограниченно долго.
При работе с ксилолом, парафином, хлороформом и бутило­
вым спиртом следует соблюдать технику безопасности и работать 
при включенной тяге.
Представление результатов. Представить постоянный пре­
парат продольного среза кончика корня лука с отмеченным цент­
ральным срезом.
Работа 3
Методика получения временных препаратов
Цель работы : изучить основные методы получения времен­
ных препаратов.
Содержание работы. Для первоначального знакомства с фик­
сированным материалом или для наблюдения над живым объек­
том можно ограничиться препаратами временными, не рассчитан­
ными на продолжительное хранение.
Среди способов приготовления временных препаратов наибо­
лее распространен ацетокарминовый метод, согласно которому 
объекты подвергаются воздействию насыщенного раствора кар­
мина в 45 %-й уксусной кислоте. Особенность влияния такой сме­
си состоит в том, что она одновременно производит фиксацию 
и окраску. Фиксация осуществляется уксусной кислотой, а окрас­
ка -  кармином, который окрашивает ядра и хромосомы в темно­
красный цвет, а цитоплазму -  в светло-розовый.
Приготовление ацетокармина.
1. В колбу с 55 мм дистиллированной воды добавляют 45 мл 
ледяной уксусной кислоты и 5 г кармина в виде ярко-красного 
порошка.
2. Закрыв колбу ватной пробкой, смесь кипятят на водяной бане 
в течение 1 ч, не допуская выбрасывания кипящей жидкости 
из колбы.
3. Смеси дают остыть и фильтруют в склянку с притертой проб­
кой. Получившийся раствор должен быть густого темно-красного 
цвета. Он сохраняет свою пригодность в течение длительного вре­
мени при хранении в прохладном темном месте. Для работы смесь 
отливают в небольшую капельницу.
Известны различные способы приготовления ацетокарминовых 
препаратов, при которых объекты или сразу подвергаются воздей­
ствию смеси, или предварительно фиксируются.
Окраска без предварительной фиксации. Этим способом 
пользуются при изучении процессов микро- и спорогенеза. В этом 
случае пыльники погружают в каплю ацетокармина на предмет­
ное стекло и выдавливают их содержимое. Выдавившаяся споро­
генная ткань или пыльцевые зерна, попав непосредственно в ра­
створ, быстро фиксируются и начинают окрашиваться. Раздавить 
пыльники можно стеклянной палочкой или деревянным кольцом 
препаровальной иглы. Давление, производимое на пыльники, долж­
но быть таким, чтобы выдавливалось их содержимое, но клетки 
не повреждались. После того как пыльники раздавлены, нужно 
удалить наиболее крупные части из стенок пыльника и каплю ре­
актива с объектами осторожно закрыть покровным стеклом.
Очень часто применяется другой способ приготовления пре­
парата, при котором сначала раствор с объектами закрывают по­
кровным стеклом, а затем надавливают на него до тех пор, пока 
не раздавятся пыльники. Окрашивание объектов усиливается при 
повышении температуры, поэтому препараты рекомендуется не­
сколько раз подогревать, не доводя до кипения. При излишнем 
перегреве интенсивность окраски уменьшается.
Окраска после предварительной фиксации. Далеко не всегда 
можно сразу приготовить временные препараты. Часто приходит­
ся сначала зафиксировать материал и только через значительный 
промежуток времени приступить к приготовлению временных 
ацетокарминовых препаратов. В качестве фиксатора чаще всего 
употребляются растворы Карнуа или Чемберлена. Материал пос­
ле истечения срока пребывания в фиксаторе отмывается 70 %-м 
спиртом и хранится в нем.
Перед окрашиванием пыльник, вынув из спирта, погружают 
в каплю ацетокармина на предметное стекло, где из него выдавли­
вают содержимое по одному из описанных выше способов и гото­
вят препарат так же, как и из нефиксированного материала. Следует 
только обязательно подогреть его 3-5 раз на пламени спиртовки, 
и препарат готов для микроскопического изучения.
Окрашивание ацетокармином фиксированного материала при­
меняется также для подсчета числа хромосом, митотической ак­
тивности клеток, нарушений, происходящих во время деления со­
матических клеток и определения жизнеспособности пыльцы. 
У фертильных пыльцевых зерен цитоплазма и спермин окрашива­
ются в карминово-красный цвет. Стерильные пыльцевые зерна 
не окрашиваются или окрашиваются неравномерно, содержимое 
отходит от оболочки, спермиев нет. Подсчитывают процент фер­
тильных пыльцевых зерен от общего числа пыльцевых зерен в 10-  
12 полях зрения микроскопа.
Часто временные давленые препараты бывают настолько хоро­
шими, что их можно оставлять на более длительный срок. Имеется 
несколько способов сохранения временных препаратов и перево­
да их в постоянные. Самым простым из них является нанесение 
расплавленного парафина на края покровного стекла, который, 
заполняя просвет между ним и предметным стеклом, значительно 
снизит испарение жидкости, окружающей объект. Такие препара­
ты сохраняются в течение нескольких недель, а иногда и месяцев.
Значительно удлиняется срок хранения временных препаратов 
при погружении объектов в глицерин, который замещает среду, 
окружавшую их раньше. Замена среды осуществляется таким об­
разом: у одного из краев покровного стекла фильтровальной бу­
магой оттягивают жидкость, имевшуюся в препарате, одновремен­
но на противоположный конец наносится новая среда, которая 
легко проникает под стекло и способствует вытеснению прежней. 
Испарение глицерина настолько невелико, что объекты в нем могут 
сохраняться годами, особенно при окантовке стекла парафином.
Перевести временные препараты в полупостоянные можно 
и другим способом. Стараясь не сдвинуть с места объект, осторож­
но снимают покровное стекло, препарат обезвоживают 96 %-м 
спиртом, затем бутиловым спиртом, проводят через ксилол и за­
ключают в канадский бальзам.
Временные препараты лежат в основе метода биологического 
контроля, который широко используется в практике экологического 
мониторинга. Биологический контроль заключается в проведении 
систематических наблюдений за процессами заложения и форми­
рования вегетативных и репродуктивных органов побега травяни­
стых и древесных растений. Помимо фенологических наблюде­
ний этот метод предусматривает прижизненное препарирование 
почек побегов разных типов. Именно состояние конуса нараста­
ния побега указывает на жизнеспособность отдельных органов 
и всего растения в целом. Нежные меристематические клетки, сла­
гающие конус нарастания, наиболее чувствительны к воздействию 
неблагоприятных факторов среды. Признаками их повреждения 
является полная потеря тургора и появление бурой, а затем тем­
ной окраски. Это приводит к отмиранию побега и часто всего ра­
стения.
Морфологический анализ зимующих почек древесно-кустар­
никовых растений удобнее начинать с видов, имеющих крупные 
почки (рябина, бузина, сирень). Следует внимательно рассмотреть 
строение верхушечной и пазушной почки на побеге, измерить ее 
и зарисовать внешний вид. Препарировать почку можно прямо 
на побеге или отделить ее с кусочком стебля и перенести на пре­
паровальное стекло, закрепив лейкопластырем. С помощью пре­
паровальной иглы необходимо снять все почечные чешуи и рас­
положить их в ряд на препаровальном стекле. Обратить внимание 
на то, что супротивные чешуи сходны по размерам и форме, по­
этому их нужно сгруппировать в пары.
Листовые зачатки удобнее снимать под микроскопом МБС-1. 
Необходимо также учитывать их количество. Конус нарастания 
рассмотреть при малом и большом увеличении. Обратить внима­
ние на его состояние: поврежденный он или живой. Если живой, 
определить, является ли он вегетативным или перешел к форми­
рованию генеративных органов. Изучая формирующиеся структу­
ры цветка и соцветия, определить этап органогенеза и связать с по­
ложением почки на побеге.
Представление результатов. Временные препараты отпрепа­
рированных почек древесно-кустарниковых форм, морфологичес­
кий анализ почек в виде таблицы (внешний вид, размер, емкость
почек, состояние конуса нарастания и число листовых зачатков 
на нем).
Работа 4 
Цитогенетический метод
Цель работы: изучить кариотип некоторых видов травянис­
тых растений и освоить методику проведения кариологического 
анализа.
Содержание работы. Цитогенетический метод, который часто 
называют кариологическим, широко используется для наблюдений, 
позволяя выявить хромосомные нарушения в условиях техноген­
ного загрязнения среды. Для кариологического анализа принято 
готовить давленые препараты. Методы приготовления таких пре­
паратов получили название экспресс-методов. Наиболее удобный 
материал для этих целей -  меристема кончика корня. Меристема- 
тические клетки корня крупнее, чем побега, и хромосомы в мета- 
фазной пластинке располагаются более свободно, что облегчает 
их изучение и подсчет. Корни можно получить в любое время года 
из проросших семян, луковиц, клубней и т. д.
Основные этапы работы при изготовлении давленых препара­
тов следующие:
1. Отбор и подготовка материала для исследования. От подго­
товки материала во многом зависит достоверность опыта. Рост 
корней и деление клеток в его кончике тесно связаны с темпера­
турой воздуха и влажностью почвы. Необходимо учитывать и су­
точную ритмику митотической активности меристематических 
клеток, т. е. приуроченность максимума митозов к определенному 
времени суток. Семена проращивают в чашках Петри на влажной 
фильтровальной бумаге. В зависимости от вариантов опыта до­
бавляют растворы солей тяжелых металлов или других мутаге­
нов. Проращивать луковицы удобнее в сосуде с водой или искус­
ственной питательной смесью. Длина отрезаемого кончика корня 
не должна превышать 0,5-1,5 см.
2. Предфиксационная обработка (предобработка) -  предвари­
тельная обработка живых объектов веществами, действующими 
на митоз. Ее цель -  задержка митоза в метафазе, лучший разброс
хромосом в объеме клетки и их укорачивание. В результате облег­
чаются подсчет хромосом и изучение их морфологии.
При химической обработке наиболее часто используют колхи­
цин, который блокирует деление клетки в метафазе. Готовят водный 
раствор колхицина слабой концентрации (0,01-0,05 %). Материал 
выдерживается в нем 4-5  ч. Затем кончики корней промывают 
в трех сменах дистиллированной воды по 5-10 мин и переносят 
в фиксатор.
3. Для фиксаци используют спиртовые фиксаторы и чаще всего 
раствор Карнуа ( 6 : 3 :  1). Время пребывания в нем -  от 2 до 12 ч. 
Затем материал промывают в 96-градусном спирте три раза по 
30 мин, каждый раз меняя спирт, и хранят в 70-градусном спирте 
в холодильнике.
4. Обязательный этап приготовления давленых препаратов, 
содержащих монослой клеток, -  мацерация. Добиться хорошего 
монослоя можно путем растворения межклеточного пектинового 
вещества. Чаще всего в качестве мацерата используют горячую 
45 %-ю уксусную кислоту. Для этого фиксированные кончики 
корней помещают в бюкс с небольшим количеством кислоты, за­
крывают крышкой и несколько секунд прогревают над пламенем 
спиртовки, периодически отодвигая от нее и охлаждая. При окра­
шивании реактивом Шиффа объект мацерируют в 50 %-й соляной 
кислоте (НС1).
5. Окрашивание. В качестве красителей, выявляющих хрома­
тин, наиболее часто используют ацетокармин и реактив Шиффа 
(основной фуксин по Фельгену). Рецепты приготовления этих кра­
сителей и способы окрашивания ими описаны ранее.
6. Раздавливание (получение монослоя клеток) позволяет до­
биться распределения всех клеток в один слой и сделать их более 
плоскими. Его проводят в 45 %-й уксусной кислоте. Окрашенный 
корень переносят на предметное стекло и под бинокуляром удаля­
ют корневой чехлик. Отрезают лезвием зону деления, выделяю­
щуюся интенсивной окраской. Разрезают ее на несколько частей 
( 1-2 мм), переносят на чистое предметное стекло в каплю уксус­
ной кислоты, равномерно распределяют, покрывают покровным 
стеклом и начинают раздавливание. Вначале осторожно надавлива­
ют заостренной спичкой на покровное стекло, слегка раздавливая
кусочки корня. Затем постукиванием добиваются расхождения 
клеток и равномерного распределения их в один слой. При этом 
на месте кусочка образуется окрашенное пятно. Далее покровное 
стекло накрывают полоской фильтровальной бумаги и производят 
сильное надавливание рукояткой иглы от центра к периферии пре­
парата, а затем -  подушечками пальцев в течение 1 мин. Эта проце­
дура способствует распластыванию клеток и разбросу хромосом. 
Излишки уксусной кислоты, выступившие за границы покровного 
стекла, промокают фильтровальной бумагой. Чтобы предотвратить 
высыхание полученного препарата, его окантовывают по перимет­
ру покровного стекла клеем БФ или расплавленным парафином. 
Можно перевести временный препарат в постоянный по описан­
ной ранее методике.
7. При исследовании приготовленных препаратов необходимо 
выбрать метафазные пластинки, где хромосомы лежат более-ме­
нее отдельно, не накладываясь друг на друга, и отметить их ту­
шью прямо на стекле. Эту операцию обычно проводят при малом 
увеличении микроскопа. В дальнейшем препарат изучается с ис­
пользованием иммерсии и 90-кратного объектива.
С помощью рисовального аппарата делают тщательные рисун­
ки -  не менее десяти метафазных пластинок, передавая точную 
форму и размер хромосом. У каждой хромосомы отмечают нахож­
дение первичной перетяжки, центромеры вторичной перетяжки 
и спутника. Затем необходимо составить кариограмму. Для этого 
хромосомы каждого кариотипа нумеруют, располагают в один ряд, 
строго соблюдая их размеры. Первыми располагают самые круп­
ные, а затем более мелкие. Гомологичные хромосомы можно рас­
полагать рядом. Последняя цифра указывает на общее число хро­
мосом. При описании кариотипа необходимо указать диплоидный 
набор хромосом, сделать полный морфологический анализ хро­
мосом, определить тип хромосом по положению центромеры. 
Обратить внимание на присутствие или отсутствие отклонений 
в кариотипе.
Представление результатов. Давленые препараты кончика 
корня лука, один из которых окрашен ацетокармином, а другой 
реактивом Шиффа. Рисунок набора хромосом, выполненный с по­
мощью рисовального аппарата, с обозначением всех морфологи­
ческих структур (первичная перетяжка, центромера, вторичная
перетяжка, спутник). Кариограмма с нумерацией всех хромосом 
с соблюдением их размеров. Подробное описание кариотипа дан­
ного вида с включением выявленных отклонений в нем.
Работа 5
Методы изучения микосимбиотрофных связей
Цель работы: выявить основные количественные и качествен­
ные показатели микоризной инфекции и оценить степень мико- 
трофности видов растений, произрастающих в разных экологичес­
ких условиях.
Содержание работы . Микориза -  это симбиоз мицелия гриба 
и корней высшего растения. Выделяют два основных типа мико­
риз: эктомикориза и эндомикориза. Эктомикоризу образуют пре­
имущественно древесные растения. В качестве грибного симби­
онта выступают базидиальные грибы (агариковые и балетовые). 
Мицелий гриба оплетает корень, оставаясь на его поверхности. 
Среди эндомикориз наиболее распространенный тип -  везукуляр- 
но-абрускулярный. Микоризу данного типа преимущественно об­
разуют травянистые растения, вступая в симбиоз с зигомицетными 
грибами. В этом случае гриб проникает внутрь корня с образова­
нием внутриклеточных и межклеточных гиф и видоизмененных 
грибами структур -  везикул и арбускул. Микосимбиотрофизм-  
широко распространенное явление, характерное для большинства 
сосудистых растений и повышающее жизнеспособность растений 
в стрессовых условиях.
Освоение методов изучения микосимбиотрофизма позволяет 
оценить степень развития микоризной инфекции у травянистых 
и древесных растений в зависимое™ от вида растения, его возра­
ста, географического распространения и экологических факторов. 
Методика предусматривает описание качественных и количествен­
ных характеристик эндомикоризных инфекций (частота встречаемо­
сти, интенсивность микотрофное™) и эктомикоризных инфекций 
(форма, число, толщина мицелиального чехла, степень развития 
сети Гартига, плотность грибной инфекции). Обработка материа­
лов при изучении микориз проводится по стандартной методике, 
предложенной Пермской школой И. А. Селиванова (1981).
Процесс приготовления временных препаратов для изучения 
эндомикориз включает в себя следующие этапы:
1. Фиксация материала. Ее проводят в 70 %-м спирте или пу­
тем высушивания. Собранные образцы высушивают в термостате 
при / = 80 °С в течение 1-3 дней. Затем у каждого образца отреза­
ют самые тонкие боковые корни III, IV и V порядков суммарной 
длины около 15 см, переносят в марлевые мешочки, тщательно 
завязывают и снабжают этикеткой на длинной нитке.
2. Мацерация корней. Проводят в 15 %-м растворе КОН в те­
чение 3-14 ч (в зависимости от вида растения) путем кипячения 
на водяной бане. Затем материал отмывают в проточной воде 
до исчезновения мыльности.
3. Окрашивание объектов. Удобнее проводить анилиновым 
синим (анилин блау) в молочной кислоте по методу Кобеля: ани­
линовый синий -  0,1; молочная кислота -  50мл; во д а- 100мл. 
В красителе корни выдерживают 1 ч, затем отмывают их водой. 
Хранить окрашенный материал нужно в глицерине под стеклян­
ным колпаком или в холодильнике.
4. Приготовление давленого микроскопического препарата. 
Окрашенные корни из мешочков переносят на предметное стекло, 
разрезают на фрагменты длиной 1 см и последовательно раскла­
дывают в глицерине в три группы (по пять фрагментов в каждой). 
Закрыв блоки покровным стеклом, слегка надавливают на него 
заостренной спичкой. Изучение препарата проводят при увеличе­
нии микроскопа в 150 раз (об. 10 х ок. 15), просматривая 75 по­
лей зрения на каждом стекле. На всех 1-сантиметровых участках 
берется по пять полей зрения.
При изучении микотрофизма растений степень развития эндо- 
микоризной инфекции и ее распределение в корневой системе 
оценивают по частоте встречаемости микоризной инфекции и ее 
интенсивности.
Частота встречаемости микоризной инфекции (F) характери­
зует соотношение между огрибненными и нсогрибненными участ­
ками корневой системы изучаемого растения. Эта величина изме­
ряется в процентах и вычисляется по формуле
_ л -100
F = -------------
У
где N -  общее количество просмотренных полей зрения; п -  коли­
чество полей зрения, где обнаружен гриб.
На основании изучения частоты встречаемости микоризной 
инфекции у отдельных растений легко вычислить процентное со­
отношение между микоризными и немикоризными растениями 
в каждом варианте, а также показать, равномерно ли она встреча­
ется в корневой системе.
Интенсивность микоризной инфекции (или степень микотроф- 
ности растений) характеризуется обилием микоризного гриба 
в корне. Эта величина может быть выражена либо в баллах, либо 
в процентах. Понятие о степени микотрофное™ растений обычно 
ассоциируется с оценкой в баллах, а понятие об интенсивности 
микоризной инфекции -  с процентами. Степень микотрофное™ 
растений, выраженную в баллах, вычисляют по формуле
где N -  общее число просмотренных полей зрения; S -  сумма бал­
лов, поставленных исследователем при изучении каждого отдель­
ного поля зрения.
Используют следующие критерии определения обилия гриба 
на мацерированных препаратах эндомикоризных корней: балл 5 -  
вся мезодерма занята грибом в форме гиф, везикул, арбускул или 
зернистой массы; балл 4 -  3/4 клеток мезодермы заполнены гифом, 
а в остальных его нет; балл 3 -  половина клеток мезодермы заня­
та грибом; балл 2 -  примерно Ѵ4 клеток мезодермы заполнена эн- 
дофитом; балл 1 -  микоризный гриб встречается лишь в отдель­
ных клетках мезодермы.
Интенсивность микоризной инфекции (С), выраженная в про­
центах, определяется по формуле
С = — — 100% .
N ■ К
где N -  общее количество просмотренных полей зрения (с грибом 
и без гриба); К -  наивысший балл шкалы учета.
Интенсивность микоризной инфекции -  наиболее важная ис­
ходная величина, отражающая как распределение огрибненных
участков корня, так и обилие гриба в нем. Определив интенсив­
ность микоризной инфекции отдельных растений, можно легко 
вычислить среднее значение этой величины по повторности или 
по варианту опыта.
Методика приготовления препаратов для изучения эктомико­
риз несколько отличается от методики приготовления препаратов 
для изучения эндомикориз, но включает такие же этапы. Максимум 
развития микориз у древесных растений приходится на 5-20-сан- 
тиметровый слой почвы, поэтому корни берут именно с этой глу­
бины. Их откапывают, очищают от частичек почвы, отмывают в 
воде и этикетируют.
При камеральной обработке собранного материала морфологи­
ческий анализ проводят под бинокулярным микроскопом. Отмеча­
ют окраску корней, характер ветвления, наличие или отсутствие 
корневых волосков, степень развития корневых волосков, устанав­
ливают наличие или отсутствие эктомикориз. Если встречаются 
эктомикоризы, их классифицируют по форме (булавовидные, виль­
чатые, коралловидные и др.), определяют их размеры, цвет, фор­
му поверхности, подсчитывают количество микоризных оконча­
ний (или плотности микориз).
Особенности строения эктомикориз удобнее изучать на препа­
ратах поперечных срезов корней, изготовленных на заморажива­
ющих микротомах по общепринятым методикам.
Микроскопические препараты эктомикориз чаще всего окра­
шивают сафранин-лихтгрюном по Иоллесу, особенно после фик­
сации ацитоформолом и хромово-уксусной смесью. Поперечные 
срезы микоризных окончаний древесных пород можно изучать под 
микроскопом в глицерине и без предварительной окраски, особен­
но если объекты хранились в формалине.
Определение степени развития микориза (или интенсивности 
микоризной инфекции) эктомикоризных деревьев и кустарников 
обычно производят путем подсчета количества микоризных окон­
чаний, приходящихся на единицу длины корня (плотность мико­
риз), или через толщину мицелиального чехла и интенсивность 
развития сети Гартига.
Для определения плотности микориз берут наиболее тонкие 
боковые корни II и III и с помощью курвиметра и миллиметровой
бумаги определяют общую длину корней. У каждого вида измеряют 
не менее 500 мм таких корней и подсчитывают количество мико­
ризных окончаний на них, а затем делают перерасчет на 100 мм 
длины корня.
При сравнительных экологических исследованиях древесных 
растений степень микотрофности может быть выражена по пяти­
балльной системе. В этом случае баллы 1-5 ставят соответствен­
но при следующих плотностях микориз: 10, 11-20, 21-30, 31-40 
и более.
Представление результатов. Давленый препарат эндомико­
ризы корней представителей семейства сложноцветных. Рисунок 
эндомикоризы, выполненный с помощью рисовального аппарата, 
с обозначением гиф, визикул, арбускул и продуктов переваривания 
гриба. Количественные данные по частоте встречаемости (F, %) 
и интенсивности микоризной инфекции изученного вида (Д, бал­
лы; С, %). Рисунок внешнего вида эктомикоризы в корнях сосны 
обыкновенной с описанием морфологического типа (форма, окрас­
ка). Рисунок поперечного среза эктомикоризы с обозначением тол­
щины чехла и глубины проникновения сети Гартига в мезодерму. 
Количественные данные по плотности эктомикоризы изученного 
объекта и интенсивности микоризной инфекции.
Работа 6
Основные приемы микрофотографирования
Цель работы: освоить технику микрофотографирования на пленку 
и фотопластинку.
Содержание работы. Микрофотографирование -  это широко 
распространенный способ документирования и сохранения изоб­
ражений микроскопических объектов, одновременно являющийся 
научным методом исследования и анализа изображений.
Для микрофотографирования через микроскоп используют спе­
циальные устройства, которые называются микрофотонасадками. 
Они могут быть пленочными и пластиночными. В комплект фото­
насадок МФН-2 и МФН-8 входят фотокамера 9 x 1 2 ,  вертикаль­
ный тубус, окуляр компенсационный («Ф» или «К»), светофильт­
ры и кассеты 9 x 1 2  см.
Микрофотонасадки МФН-3, МНФ-9 и МНФ-12 имеют пленоч­
ную камеру фотоаппарата «Зенит». Эти фотонасадки являются 
универсальными, так как приспособлены ко всем штативам био­
логических рабочих микроскопов, имеющих стандартное гнездо 
для окулярного тубуса.
К стереоскопическим микроскопам, в которые объект рассмат­
ривается чаще всего в отраженном свете, выпускается микрофо­
тонасадка МФН-5. Она устанавливается на оптической головке 
микроскопа вместо бинокулярного тубуса. Иногда для увеличения 
размеров изображения на негативе и увеличения разрешающей 
способности микрофотографирования применяют переходные 
кольца. Они надеваются на тубус и крепятся специальным вин­
том. При этом фокусировка изображения производится через ка­
меру фотоаппарата, которая должна быть зеркальной. Для осве­
щения объекта желательно использовать несколько источников 
света с целью уменьшения тени. Фотографировать можно в тем­
ном и светлом полях. Исследовательские микроскопы МБИ-6, 
МБИ-12 и МБИ-15 имеют автоматический экспонометр и фотона­
садки с фотоаппаратом «Зенит» или «Киев», которые входят в ком­
плект микроскопа.
В качестве фотопленок в микрофотографии используют нега­
тивные пленки «Микрат-200» (желтый цвет на дневном освеще­
нии) и «Микрат-300» (зеленый цвет на дневном освещении). Эти 
пленки с высокой разрешающей способностью имеют низкую све­
точувствительность. Они требуют при микрофотографировании 
довольно длительной экспозиции, которая тщательно подбира­
ется опытным путем. Для работы пускового механизма камеры 
фотоаппарата необходимо обязательно использовать фототросик. 
В качестве фотопластинок используют репродукционные штрихо­
вые изоортохроматические (контрастные) пластинки.
При сборе насадки и установке ее на микроскоп снимают на­
клонный тубус и ставят на его место насадку. Вставляют в верх­
нюю втулку тубуса окуляр из комплекта насадки, устанавливают 
на верхнюю конусную проточку тубуса корпус насадки и зажима­
ют его винтом.
Для получения качественных микрофотографий необходимо 
добиться строго равномерного освещения поля зрения микроско­
па при максимальном накале ламп осветителя. Тщательно удалить
пыль с линз объектов и окуляров и обязательно использовать све­
тофильтры для повышения контраста изображения. Препараты, 
окрашенные в красный цвет, фотографируют, как правило, с зеле­
ным светофильтром, а фиолетовый -  с желтым.
В процессе микрофотографирования необходимо вести специ­
альный журнал, заполнять который удобно по схеме:
Дата Номер
препарата
Увеличение
микроскопа
Выдержка, с Описание
препарата
Для постоянных препаратов вводится дополнительная графа 
с координатами среза.
Рецепты для приготовления фоторастворов:
1. Проявитель Ф-100 для пленки «Микрат» (метол 1 г; суль­
фит натрия кристаллический (Na2S 0 3 • 7Н20 )  26 г; гидрохинон 3 г; 
сода безводная (Na2C 0 3) 26 г; бромистый калий (КВг) 1 г; вода 
дистиллированная до 1 л). Время проявления 6-8 мин.
2. Проявитель А -103 для фотобумаги (метол 3,5 г; сульфит на­
трия кристаллический (Na2S 0 3 ■ 7Н20 )  90 г; гидрохинон 11,5 г; 
сода безводная (Na2C 0 3) 66 г; бромистый калий (КВг) 1,2 г; вода 
дистиллированная до 1 л).
3. Закрепитель для пленок фотобумаги (гипосульфит натрия 
кристаллический (Na2S20 3 • 5Н20 )  250 г; метабисульфит калия 
(K2S20 5) 25 г; вода дистиллированная до 1 л). Время фиксации 5 - 
10 мин.
4. Быстрый закрепитель (гипосульфит натрия кристаллический 
(Na2S20 3 • 5Н20 )  350 г; хлористый аммоний (NH4C1) 25 г; вода 
дистиллированная до 1 л). Время фиксации до 10 мин.
Представление результатов. Негатив на фотопластинке про­
дольного среза зародыша зерновки многолетних злаков.
Контрольные вопросы
1. Какие типы и марки микроскопов используются в биологических 
и экологических исследованиях?
2. Назовите основные характеристики объектива и окуляра микро­
скопа.
3. Что такое разрешающая способность микроскопа?
4. В чем суть рационального освещения объекта?
5. Каковы основные принципы работы с рисовальным аппаратом?
6. Какие способы выравнивания яркости освещения бумаги и изоб­
ражения объекта при его зарисовке с помощью рисовального аппарата 
вы знаете?
7. Каковы единицы измерения истинных размеров объекта при ра­
боте с винтовым окулярным микрометром?
8. В чем отличия временных и постоянных препаратов?
9. По каким признакам можно определить степень повреждения и сте­
пень сформированности зимующих почек древесно-кустарниковых форм?
10. Каковы основные отличия способов окраски ядерного материала 
ацетокармином и реактивом Шиффа?
11. Назовите основные признаки экто- и эндомикориз. Каковы основ­
ные этапы приготовления препаратов при изучении эндо- и эктомикориз?
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3.2. ДЕНДРОХРОНОЛОГИЧЕСКИЙ МОНИТОРИНГ*
Дендрохронологические методы широко используются для 
изучения пространственно-временной динамики лесов и рекон­
струкции факторов внешней среды за длительные интервалы вре­
мени и с высоким временным разрешением. Особую значимость 
древесно-кольцевая информация имеет при обсуждении глобаль­
ных, региональных и локальных проблем, связанных с многооб­
разием воздействия человека на окружающий мир. Уникальность 
дендрохронологических методов состоит в том, что они позволя­
ют оценивать относительный вклад различных воздействий -  как 
естественных, так и антропогенных -  в процессы трансформации 
лесов и окружающей среды.
Работа 1 
Сбор образцов древесины
Цель работы, освоить процедуру сбора образцов древесины, 
их маркировки и подготовки к транспортировке.
Содержание работы. Для дендрохронологического анализа 
используются следующие образцы древесины: круговые попереч­
ные спилы, бруски древесины по радиусу и диаметру, клиновид­
ные выпилы с пней и живых деревьев, буровые керны и высечки. 
Необходимое оборудование: возрастной бур, пила, алюминиевая 
проволока, плоскогубцы, стамеска, бумага, клей, стержень для 
изготовления контейнеров под образцы, химический карандаш.
Наиболее пригодны для датировки и измерения характерис­
тик радиального прироста древесины круговые поперечные спи­
лы, которые позволяют изучать прирост по любому радиальному 
направлению и выявлять аномалии прироста. Поперечные спилы 
берут в основном с остатков отмерших деревьев (сухостой, валеж, 
полуископаемая древесина) и срубленных деревьев (строительные 
бревна археологических и исторических памятников). Толщина 
спилов зависит от степени сохранности древесины, диаметра дере­
ва, задач исследования и необходимости их последующего хране­
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ния. Если древесина здоровая, то поперечные спилы берут толщи­
ной 1-5 см, а если сохранность древесины плохая, то необходимо 
брать более толстые спилы (иногда до 10-20 см). Наибольшую 
сложность представляет взятие спилов с растрескавшихся и гни­
лых остатков деревьев. Перед тем как сделать спил с такой древе­
сины, необходимо участок выпиливания стянуть алюминиевой 
проволокой диаметром 2-4 мм. По мере высыхания образца в по­
левых и лабораторных условиях спил нужно стягивать этой же 
проволокой с помощью плоскогубцев. В случае хорошей сохран­
ности древесины вместо радиального спила можно взять один или 
несколько радиальных секторов шириной 1-3 см. С хорошо со­
хранившихся пней и бревен можно выпилить сектора треуголь­
ной формы.
В настоящее время для взятия образцов древесины широко 
используют шведские возрастные бурава, которые позволяют вы­
сверливать из стволов цилиндры древесины (керны) диаметром 
примерно 4 мм и длиной до 40 см. Этот инструмент обычно ис­
пользуют для взятия образцов из живых деревьев. Керны берут 
по одному или нескольким радиусам, строго ориентированным 
по отношению к странам света или по случайному направлению. 
Если позволяет длина бура, то дерево просверливается насквозь 
и за один прием берется образец по двум противоположным ради­
усам. Методика взятия образцов при помощи этого инструмента 
очень проста: бурав вкручивается в дерево с таким расчетом, что­
бы попасть в центр ствола; затем в бур вставляется экстрактор, 
делается несколько оборотов против часовой стрелки и извлекает­
ся образец. Керны помещаются в специально подготовленные бу­
мажные контейнеры, внутренний диаметр которых на 2-3 мм пре­
вышает диаметр образца. В таких контейнерах образцы удобно 
транспортировать, сушить и хранить до проведения работ по из­
мерению и датировке колец.
Спилы и буровые керны обычно берут из нижней части ство­
ла (0,2-1,3 м от поверхности земли), чтобы захватить наибольшее 
количество колец и исключить влияние закомелистости на ши­
рину колец. Обычно для построения одной обобщенной хроноло­
гии отбирают образцы древесины с 15-30 деревьев одного вида, 
а с каждого дерева -  по двум радиусам.
Каждый образец древесины необходимо закодировать, при этом 
код наносится на поверхность образца или на контейнер хими­
ческим карандашом. В дендрохронологии наиболее широко ис­
пользуется кодировка, состоящая из шести символов. Первые три -  
код местообитания, обозначают латинскими буквами, следующие 
два цифровых символа (от 01 до 9 9 ) -  номер дерева, последний 
цифровой символ (от 1 до 9) -  номер радиуса. Дополнительно 
на образце древесины или контейнере пишут наиболее важные све­
дения об образце: код участка и образца, вид дерева, высота и да­
та взятия, фамилия коллектора.
Представление результатов. Образцы древесины.
Работа 2
Подготовка образцов древесины к измерениям
Цель работ ы : освоить процедуру подготовки образцов древе­
сины к измерениям.
Содержание работы. Образцы, собранные в полевых услови­
ях, затем анализируются в лаборатории. Необходимые материалы 
и оборудование: керны, спилы, лезвия, держатели для лезвий, ножи 
для зачистки поверхности кернов, деревянные основы для кернов, 
клей ПВА, шнур или скотч, электрический чайник, меловой по­
рошок.
До начала измерений нужно провести ряд подготовительных 
операций:
-  для поперечных спилов -  шлифовку и полировку попереч­
ного спила; выбор радиального направления для измерения; до­
полнительную зачистку лезвием бритвы поверхности спила ши­
риной 1-2 см по выбранному радиусу; повышение контрастности 
границ между клетками и годичными кольцами;
-  для кернов -  устранение скручивания; наклейку на деревян­
ную основу; зачистку поверхности; повышение контрастности гра­
ниц между клетками и годичными кольцами.
Шлифовка и полировка поперечного спила. Эту процедуру про­
водят при помощи шлифовального аппарата ленточного или кру­
гового типа. Спил, закрепленный на ровной поверхности, сначала
обрабатывают крупнозернистой шкуркой (шлифовка), а затем с по­
мощью мелкозернистой шкурки и суконного круга производят 
полировку поверхности. Подобная обработка поверхности спила 
дает хорошие результаты в тех случаях, когда годичные кольца 
сравнительно широкие (более 1 мм), а древесина здоровая (без 
гнили). Однако такой полировки бывает недостаточно для иссле­
дования узких и поврежденных колец, в этих случаях проводят 
дополнительную зачистку поверхности спила.
Дополнительная зачистка поверхности спила. Для исследова­
ния сильно потрескавшихся и гнилых образцов поверхность спи­
ла шириной 1-2 см вдоль выбранного для измерений радиуса за­
чищают острым режущим инструментом (бритвой, скальпелем, 
ножом, стамеской). Чтобы облегчить эту процедуру, зачищаемую 
поверхность нужно предварительно обильно смочить водой. Брит­
венное лезвие позволяет наилучшим образом зачищать поверхность 
образца, не деформируя первоначальную клеточную структуру 
древесины. Чтобы сделать использование лезвия удобным и безо­
пасным, В. М. Горячевым разработано специальное приспособле­
ние для удержания бритвенного лезвия в изогнутом состоянии.
Выбор радиального направления для измерения на поперечном 
спиле. На спилах можно целенаправленно выбирать радиальные 
направления и уже на стадии измерения свести к минимуму влия­
ние факторов, нарушающих нормальный ход прироста. Выбор 
радиальных направлений на спилах, содержащих концентричные 
годичные кольца, особых проблем не вызывает. Чаще всего выби­
рают один или два радиуса, вдоль которых проводят прямую ли­
нию в направлении от сердцевинного кольца до внешней поверх­
ности спила. В зависимости от задач исследования направления 
на спилах могут выбираться по случайным радиусам или быть 
строго ориентированными по странам света. Важно, чтобы угол 
между двумя направлениями составлял не менее 90°, но лучше 
всего -  около 180°.
У спилов, содержащих сильно эксцентричные годичные коль­
ца, выбор радиальных направлений представляет определенную 
проблему. В каждом конкретном случае необходимо принимать 
решение, сообразуясь с характером прироста и поставленными 
задачами.
Устранение скручивания кернов. Довольно часто керны дре­
весины во время бурения и высушивания скручиваются винто­
образно. Причиной скручивания может быть использование пло­
хо заточенного или грязного возрастного бура. Для устранения 
скручивания разработан простой эффективный метод, состоящий 
из двух процедур -  размягчения и раскручивания образца. Образец 
размягчается под действием струи водяного пара, для получения 
которого используют электрический чайник с носиком. Образец 
помещают в носик чайника с кипящей водой. Одновременно с раз­
мягчением древесины производится осторожное раскручивание 
вручную до тех пор, пока торцевая поверхность в разных частях 
керна не будет представлять собой единую плоскость. По мере 
необходимости процедуру размягчения повторяют. Чтобы размяг­
чить и выровнять образец, обычно требуется 5-10 мин.
Наклейка кернов на деревянную основу. Буровые образцы на­
клеивают на деревянную основу для удобства их кодировки, обра­
ботки, датировки, а также для предотвращения утери и разломов 
на мелкие куски. Это рейка прямоугольной формы шириной и вы­
сотой примерно по 1 см и длиной, несколько превышающей дли­
ну образца; на одной из ее сторон выточен паз, ширина которого 
немного больше и глубина немного меньше диаметра керна. Для 
фиксации кернов обычно используется клей ПВА. При наклейке 
образца необходимо, чтобы поперечная волокнам древесины (тор­
цевая) поверхность керна была параллельна верхней поверхности 
деревянной основы. Торцевая поверхность хорошо отличается 
от радиальной при внимательном рассмотрении образца.
Последовательность процедуры наклеивания состоит в следу­
ющем. На боковую поверхность деревянной основы химическим 
карандашом или ручкой переносят данные с транспортировочно­
го контейнера образца, это исключит в дальнейшем ошибки в иден­
тификации образцов. Затем в паз деревянной основы заливают слой 
клея толщиной 1-2 мм и в него помещают предварительно рас­
крученный керн, обращая особое внимание на то, чтобы торцевая 
поверхность керна была параллельна верхней поверхности дере­
вянной основы. Затем образец фиксируют крепкой ниткой, шну­
ром или скотчем, чтобы исключить коробление и изменение на­
клона торцевой поверхности образца в процессе высыхания клея.
После высыхания клея обмотку снимают и приступают к даль­
нейшей работе с образцом.
Зачистка поверхности керна. Зачистку торцевой поверхности 
наклеенного на деревянную основу керна можно проводить при 
помощи шлифовального инструмента. В этом случае несколько 
кернов, наклеенных на деревянную основу, фиксируют на ровной 
поверхности стола и шлифуют так же, как и поперечные спилы. 
Наилучшим способом является зачистка при помощи специально­
го ножа или лезвия бритвы, при этом у предварительно смоченно­
го водой образца срезают 1-2 мм торцевой поверхности.
Повышение контрастности границ между клетками и годич­
ными кольцами. Для увеличения контрастности границ между клет­
ками и годичными кольцами используют несколько способов: сма­
чивание поверхности водой и маслянистыми жидкостями, окраску 
различными красителями, втирание порошка, обжигание поверх­
ности над пламенем. В настоящее время чаще всего используется 
сухой способ -  втирание в зачищенную поверхность мелко размо­
лотого белого порошка (например, зубного порошка) с помощью 
кусочка ваты. Особенно эффективен сухой способ при обработке 
пораженной гнилями и потемневшей древесины, в частности по- 
луископаемой.
Представление результатов. Подготовленные к измерениям 
образцы древесины.
Работа 3
Измерение и датировка характеристик 
годичных слоев древесины
Цель работы : освоить процедуру предварительной датиров­
ки годичных колец, измерения их ширины и метода перекрестной 
датировки графиков между собой.
Содержание работы. Эта работа является наиболее важной 
и трудоемкой в дендрохронологии. Для нее требуются спилы, керны, 
микроскоп, препаровальная игла, химический карандаш, измеритель­
ный комплекс. От точности измерений и правильности датировки 
зависит качество получаемых древесно-кольцевых хронологий. 
Работа состоит из четырех этапов: предварительной датировки
годичных колец, измерения ширины годичных слоев древесины, 
окончательной датировки колец, построения индивидуальной дре­
весно-кольцевой хронологии.
Предварительная датировка годичных колец. На керне или 
в пределах каждого выбранного для измерения радиального на­
правления на спиле прежде всего проводятся предварительная да­
тировка и маркировка годичных колец под лупой или микроско­
пом при 16-40-кратном увеличении, чтобы выявить довольно узкие 
кольца, состоящие всего из 1-2 слоев клеток. Эта датировка на­
зывается предварительной, так как учитываются лишь видимые 
кольца. Маркировка колец при предварительной датировке произ­
водится с помощью тонкой иглы. Уколом иглы помечается каждое 
десятое от центра кольцо (10, 20, 30 и т. д.) для образцов с неиз­
вестной датой образования последнего подкорового кольца, при 
этом каждое пятидесятое кольцо (50, 150, 250 и т. д.) помечают 
двумя уколами, а каждое сотое (100, 200 и т. д.) -  тремя. Если обра­
зец взят с живого дерева и известен год формирования последнего 
подкорового кольца, датировку производят при помощи обрат­
ного отсчета и маркируют одним уколом иглы кольца, образовав­
шиеся в каждый десятый год (1990, 1980, 1970 и т. д.). Кольца каж­
дого пятидесятилетия (1950, 1850, 1750 и т. д.) маркируют двумя 
точками, а каждого столетия (2000, 1900, 1800 и т. д.) -  тремя. Эта 
процедура помогает во время измерения контролировать подсчет 
колец и затем, при окончательной датировке, быстро находить 
местоположение нужного кольца на образце.
Измерение ширины годичных слоев древесины. В настоящее 
время для измерения количественных характеристик годичных 
слоев древесины широко используются специально сконструиро­
ванные полуавтоматические комплексы, которые состоят из бино­
кулярного микроскопа, двигающегося столика, приспособления, 
преобразующего электронный сигнал в цифровой, прерывателя 
сигнала и компьютера со специальным программным обеспече­
нием. Для измерения образец древесины устанавливают под мик­
роскоп на столике таким образом, чтобы направление измерения 
(кратчайшее расстояние между границами смежных колец) совпа­
дало с направлением движения столика. Для соблюдения этого 
условия необходимо в процессе измерения поворачивать образец.
Чтобы измерить ширину кольца, вертикальную линию на изме­
рительной линейке окуляра микроскопа совмещают с границей 
кольца, а горизонтальную линию оптического прицела -  с линией 
измерения; поворотом рукоятки смещают столик с образцом дре­
весины до границы следующего кольца и нажатием кнопки вво­
дят данные измерения в компьютер.
Окончательная датировка колец. Существует два подхода 
к проведению работ по окончательной датировке годичных колец. 
При первом подходе сначала измеряют параметры прироста и стро­
ят графики предварительно датированных образцов, а затем про­
водят окончательную абсолютную или относительную датировку 
колец. При втором подходе сначала производят датировку колец, 
а затем их измерение. Поскольку операции по датировке и изме­
рению часто проводят одновременно, резкой грани между этими 
подходами не существует. Использование того или другого подхо­
да зависит от целей исследования, вида и качества образцов дре­
весины, чувствительности древесно-кольцевых хронологий.
Окончательная датировка колец проводится с помощью мето­
да перекрестной датировки, который представляет собой сравне­
ние рисунков колец у различных деревьев и выбор точного места, 
где найдено соответствие в характере изменчивости показателей 
прироста между рассматриваемыми образцами. Этот метод позво­
ляет выявлять нарушение синхронности в пределах отдельных 
временных интервалов и тем самым выявлять точное положение 
ложных и выпавших колец.
С помощью этого метода производят как относительную, так 
и абсолютную датировку времени формирования слоев прироста 
древесины. Относительная датировка заключается в определении 
пар колец у сравниваемых образцов, которые сформировались 
в один и тот же год, но календарная дата неизвестна. В этом слу­
чае можно лишь определить, на сколько лет раньше или позже 
было срублено или погибло одно дерево по отношению к другому 
на основе подсчета разницы в годах формирования подкоровых 
колец. При внимательном изучении подкоровых колец можно оп­
ределить сезон рубки или гибели дерева. Абсолютная датировка -  
это точное определение календарной даты образования всех го­
дичных колец у исследуемых образцов; она может быть произве­
дена только в том случае, если известна календарная дата взятия 
образца древесины по меньшей мере у одного живого дерева, коль­
цевая хронология которого перекрестно датируется с другими коль­
цевыми хронологиями.
Для перекрестной датировки обычно используют графики, 
построенные по данным замеров ширины годичных колец или 
других параметров годичного кольца (ранняя и поздняя древеси­
на и др.). На таком графике по оси абсцисс откладывается кален­
дарное время в годах (слева направо), а по оси ординат -  величи­
на годичного прироста или другие характеристики годичных колец. 
Масштаб у сравниваемых графиков должен совпадать. Если гра­
фики рисуют на бумаге, то наиболее удобным масштабом по оси 
абсцисс является такой, при котором данные для каждого кален­
дарного года наносятся через 2 мм. Вертикальный масштаб зави­
сит от диапазона изменчивости показателей прироста конкретной 
хронологии. Для глазомерного анализа бумажных графиков наи­
более удобно, когда максимальные значения удалены от оси абс­
цисс не более чем на 15-20 см. Графики строят на миллиметровой 
бумаге вручную или при помощи графопостроителей и принте­
ров. Для глазомерной датировки колец при помощи бумажных 
графиков желательно использовать специальный стол с подсветкой 
снизу. В настоящее время датировку графиков проводят на экране 
монитора с помощью специализированных компьютерных про­
грамм (например, TSAP).
Процедура перекрестной датировки. Первый подход предложен 
Б. Хубером. Сначала проводят измерение колец у предварительно 
датированных образцов, на их основе строят графики изменения 
прироста для каждого радиуса, которые затем визуально сопостав­
ляют друг с другом, чтобы выявить сходство и различия между 
ними, определить местоположение выпавших, ложных, пропущен­
ных или лишних колец. В первую очередь сопоставляют графики 
замеров колец у молодых, быстрорастущих деревьев, где вероят­
ность выпадения колец и других нарушений структуры является 
наименьшей. При этом обращают внимание на реперные годы. Как 
правило, это самые узкие и самые широкие кольца, а также кольца, 
содержащие патологические структуры (морозобойные, светлые, 
ложные кольца и др.). При глазомерной датировке сравниваемых
серий колец большую помощь оказывают так называемые блоки 
или характерные интервалы, которые представляют собой опре­
деленную последовательность в изменчивости от 4 до 10-15 ко­
лец (так называемую «гребенку»), очень сходную у разных инди­
видуальных хронологий. Если на одном из сравниваемых графиков 
имеется ложное или выпавшее кольцо, синхронность в измен­
чивости прироста между некоторыми из сравниваемых участков 
нарушается, а положение реперных лет смещается на один год. 
Сдвигая несинхронный участок одной хронологии на один год от­
носительно другой хронологии, можно точно определить место 
ложного или выпавшего кольца. При обнаружении местонахож­
дения выпавшего кольца в данные по измерениям в этот год 
вставляют значение «0». В случае обнаружения ложного кольца 
данные замеров двух колец, составляющих ложное, суммируют 
и значение этой суммы вставляют на их место.
Как правило, выпавшее кольцо датируется годом, когда на дру­
гой хронологии было сформировано узкое кольцо. Ложные коль­
ца легко выявить у большинства видов деревьев. Граница кольца 
у них не такая резкая, как у настоящих, а ширина зоны клеток 
поздней древесины существенно изменяется (вплоть до исчезно­
вения) по окружности кольца.
После визуальной оценки синхронности всех графиков между 
собой производится окончательная абсолютная или относитель­
ная датировка колец у каждой индивидуальной древесно-кольце­
вой хронологии.
При втором подходе производится датировка древесных колец 
без их измерения. Эта датировка основана на глазомерном изуче­
нии относительной изменчивости годичного прироста древесины 
с помощью лупы или микроскопа непосредственно на образце, 
когда в ходе предварительной датировки обращают особое вни­
мание на экстремальные величины прироста и наличие патоло­
гических структур в годичных кольцах. Перекрестная датировка 
проводится и при помощи скелетных графиков, метод построения 
которых предложил А. Е. Дуглас. На миллиметровой бумаге по оси 
абсцисс отмечают годы жизни образца в масштабе 1 год = 2 мм. 
На графике отмечают лишь особенные годы, отличающиеся от се­
рии соседних лет вертикальными столбиками разной высоты.
Затем скелетные графики сравнивают между собой, выявляя сдвиги 
в положении реперных колец, и определяют местоположение вы­
павших и ложных колец. По индивидуальным хронологиям строят 
усредненную хронологию на основе вычисления средней длины 
столбиков в отдельные годы. Преимуществом скелетных графи­
ков является то, что нет необходимости в измерении колец и мож­
но использовать этот метод датировки непосредственно на месте 
взятия образцов древесины.
Для целей датировки большое значение имеет сопоставление 
рассматриваемых хронологий с хронологиями, полученными ранее 
для исследуемого района как по данному виду древесного растения, 
так и по другим видам. Если изменчивость прироста у разных 
видов в высокой степени зависит от одного и того же климатическо­
го фактора, по крайней мере в экстремальные по климатическим 
условиям годы, то перекрестная датировка между такими хроно­
логиями вполне осуществима. Крайне желательно, чтобы правиль­
ность перекрестной датировки, выполненной одним исследовате­
лем, была проверена другим специалистом.
В настоящее время для проведения перекрестной датировки 
широко используются специальные компьютерные программы. 
Разработано несколько программ, которые пошагово сдвигают 
индивидуальные хронологии относительно друг друга на один год 
и на основе расчета коэффициентов корреляции и синхронности 
делают заключение, в пределах какого отрезка сравниваемых кри­
вых сходство между ними наибольшее и какова величина возмож­
ного сдвига. Наиболее известной и широко используемой из них 
является программа COFECHA (Holmes, 1994). Для выявления 
ложных и выпадающих колец очень удобна программа TSAP 3.5 
(Rinn, 1998), которая позволяет рассматривать на экране монито­
ра кривые изменения показателей прироста у большого числа де­
ревьев^ сдвигать кривые на нужное число лет, вставлять и удалять 
кольца.
Компьютерные программы намного облегчают процесс пере­
крестной датировки, однако окончательное решение по ее правиль­
ности принимает исследователь на основании визуальной оценки 
синхронности графиков и сопоставления выявленных особеннос­
тей в годичных кольцах.
Метод перекрестной датировки позволяет не только датиро­
вать кольца у ныне живущих деревьев, но и продлять хронологию 
далеко в глубь веков, используя древесину давно усохших или 
срубленных деревьев, сохранившуюся до настоящего времени 
на земной поверхности в виде сухостоя, валежа, строительных бре­
вен, и древесину, погребенную в торфяных, речных, озерных, мор­
ских отложениях, а также в культурных слоях археологических 
памятников.
После окончательной датировки годичных слоев производят 
маркировку колец на образце химическим карандашом, помечая 
кольца каждого десятилетия как при предварительной датировке.
Представление результатов. Датировка годичных слоев об­
разцов древесины.
Работа 4
Статистический анализ 
древесно-кольцевой хронологии
Цель работы: освоить методы разделения биотических и абио­
тических факторов в рядах ширины годичного прироста древесных 
растений, построения обобщенных и генерализированных хроно­
логий, оценки климатического сигнала построенных хронологий, 
реконструкции климатических факторов, корреляционного и спект­
рального анализа.
Содержание работы. Используя данные измерений ширины 
годичных слоев древесины в виде электронных файлов специально­
го формата, программное обеспечение для персональных компь­
ютеров в среде WINDOWS (EXCEL, DPL, TREND, GNRL, SIMILA, 
SPECTR, SINUS), при помощи древесно-кольцевого анализа мож­
но производить реконструкцию многих важных климатических 
и гидрологических характеристик, основными из которых являются 
(Fritts, 1976, 1991): температура воздуха в различные сезоны и за год; 
количество осадков в различные сезоны и за год; аномалии атмо­
сферного давления; повторяемость и интенсивность засух; колеба­
ния уровней озер, сток рек; повторяемость заморозков в течение 
вегетационного периода и сильных морозов в зимнее время; из­
менчивость гидротермических коэффициентов.
В рядах изменчивости абсолютных величин прироста деревьев 
содержатся самые различные неклиматические сигналы (возраст­
ные изменения, влияние почвенно-грунтовых условий, конкурент­
ные взаимоотношения, воздействие различных катастрофических 
факторов и др.). В дендроклиматологии разработана специальная 
методика, позволяющая исключать или по крайней мере сильно 
снижать их влияние при помощи процедуры стандартизации или 
индексирования, которая переводит абсолютные величины приро­
ста в относительные. Это дает возможность сопоставлять измен­
чивость прироста у хронологий, полученных для различных ви­
дов деревьев, условий местообитания и районов. Рассмотрим 
кратко теоретическую основу метода. Индивидуальный ряд ши­
рины годичных колец представляют как линейно-агрегированную 
совокупность временных компонент:
Rt = At + Ct + 5jD1j + SD2, + Eh
где Rt -  ширина годичного кольца для календарного года /; At -  
возрастной тренд; С, -  климатическая компонента; D \t -  отклоне­
ния в росте, обусловленные эндогенными факторами; D2t -  откло­
нения в росте, обусловленные экзогенными факторами неклима­
тической природы (пожары, насекомые и др.); Et -  изменчивость, 
не учтенная перечисленными выше компонентами; 8 -  коэффици­
ент, учитывающий действие эндо- и экзогенных факторов на дан­
ном временном интервале (т. е. 8 = 1 или 0).
Ввиду сложности определения At, D \t и D2t возрастной тренд 
практически оценивается как некоторая функция трех компонент:
Gt = М ,  8D1* 8D2,).
На практике при увеличении ширины годичных колец увели­
чивается и среднеквадратичное отклонение, поэтому стандартиза­
ция или индексирование ряда абсолютных величин выполняется 
делением ширины годичного кольца на его теоретическое значе­
ние, оцениваемое Gt\
It = Rt /  Gh
где /, -  индекс годичного кольца. Детально процедура стандарти­
зации и методов оценки ее качества изложена в работе (Cook, 1990).
Индексация ширины годичных колец производится для каж­
дой индивидуальной хронологии, полученной по отдельному ра­
диусу. После этого данные обладают существенными для целей 
дендроклиматических исследований свойствами. Значения прирос­
та за каждый год выражены в процентах, т. е. в относительных 
единицах, что дает возможность их сравнивать и усреднять. Индек­
сированные ряды имеют одинаковые средние (100 % по использо­
ванному методу вычисления) и статистически равные дисперсии. 
У каждого такого ряда в значительной степени исключены инди­
видуальные особенности радиального роста дерева и сохранена 
общая для данной совокупности деревьев изменчивость (сигнал).
Существует множество статистических пакетов и специальных 
программ для индексации рядов. На занятиях рассматривается 
программа TREND. Она дает возможность вносить поправки в фор­
му теоретической возрастной кривой непосредственно при вычис­
лениях благодаря наличию специального графического редактора. 
Тем самым во многих случаях, когда компоненты D \t или D2t явно 
выражены, имеется возможность в некоторой степени исключать 
влияние факторов неклиматической природы, приводящих к рез­
кому изменению абсолютного прироста деревьев и тем самым 
усиливать климатический сигнал.
Известно, что ряды ширины годичных колец и индексирован­
ные ряды обладают определенной инерционностью или автокор­
реляцией вследствие физиологических причин. Обычно такую 
составляющую достаточно адекватно моделируют авторегресси­
онным {AR) процессом, разработанным в теории временных ря­
дов. Индивидуальные ряды индексов ширины годичных колец 
моделируются процессами AR(p) и получают так называемые 
«выбеленные» хронологии. Такую процедуру осуществляют при 
помощи программы ARSTAN в пакете DPL. Оценку сходства ин­
дивидуальных рядов индексов ширины годичных колец можно осу­
ществить при помощи программы SIMILA.
Обобщенный ряд индексов прироста для отдельного участка 
и определенного вида дерева получают осреднением индивиду­
альных выбеленных хронологий. При этом выбирают одну из сле­
дующих оценок: арифметическое среднее, робастное оценивание 
или максимальная мода при полимодальном распределении. Для
получения обобщенных рядов используют программу ARSTAN 
в пакете DPL или GNRL.
К настоящему времени в дендроклиматологии вопрос о стати­
стическом анализе связи индексов прироста деревьев с климати­
ческими переменными достаточно хорошо и глубоко разработан. 
Анализ основан на оценке и интерпретации так называемых функ­
ций отклика. Их использование для объяснения климатически обу­
словленной изменчивости радиального прироста деревьев проде­
монстрировано на большом числе примеров как для отдельных 
хронологий, так и для совокупности пространственно распределен­
ных хронологий. Эта статистическая процедура позволяет с помощью 
коэффициентов регрессии оценить относительный вклад каждой 
из исходных климатических переменных (например, температуры 
воздуха и осадков отдельных месяцев) при помощи множествен­
ной регрессионной модели, описывающей изменчивость индексов 
прироста деревьев. Полезен анализ функций отклика в случаях, 
когда отсутствуют какие-либо предположения или гипотезы о воз­
можном влиянии тех или иных климатических факторов на рост 
древесных растений в конкретных условиях.
Процедура их оценок начинается с расчета корреляций между 
индексами прироста и ежемесячными значениями температуры 
воздуха и осадков за период, в течение которого возможно влия­
ние климатических факторов на годичный радиальный прирост 
древесины. В анализ включают месячные значения климатичес­
ких переменных с января по август текущего года и с сентября 
по декабрь предыдущего года роста дерева. В дальнейшем произ­
водится расчет коэффициентов множественного линейного регрес­
сионного уравнения. Расчет климатических функций отклика осу­
ществляется при помощи программы RESPO в пакете DPL.
Процедура реконструкции климатических факторов основана 
на тех же подходах, что и расчет климатических функций отклика, 
с той лишь разницей, что решается обратная задача. Используется 
регрессионное уравнение, в котором климатическая переменная 
является зависимой переменной, а индексы прироста -  независи­
мой. Используется программа RECON в пакете DPL.
Изучение цикличности в динамике годичного радиального при­
роста деревьев началось в начале XX столетия в связи с возрос­
шим интересом климатологов и гелиогеофизиков к установлению
солнечно-земных связей. Особое место в таких исследованиях за­
нимают статистические методы оценки параметров циклов (спект­
ральный анализ).
Распределение дисперсии случайного процесса (в нашем слу­
чае обобщенной древесно-кольцевой хронологии) по частотам 
называют функцией спектральной плотности. При анализе функ­
ции спектральной плотности всякий «всплеск» функции на ин­
тервале ее определения интерпретируется как увеличенный вклад 
соответствующих частотных составляющих в общую дисперсию. 
В спектральном разложении дендрохронологических рядов суще­
ствуют важные узкие частотные полосы, на которых амплитуда 
изменчивости выше по сравнению с соседними. Эти частотные 
полосы могут быть характеристикой при изучении цикличности 
в динамике годичного прироста древесины. Если определенная 
частотная полоса важна для большинства рядов выбранного райо­
на исследования, то имеются веские основания говорить о неслу­
чайном проявлении соответствующего цикла. Спектральную плот­
ность оценивают при помощи программы SPECTR.
Анализ цикличности дендрохронологических рядов, проводимый 
при помощи программы SINUS, позволяет дать прогноз климати­
чески обусловленной динамики прироста древесных растений. При 
этом каждый цикл заменяют (аппроксимируют) периодической 
функцией (например, синусоидой), а прогноз представляют суммой 
значений таких функций на еще не наступивший момент времени.
Представление результатов. Прогноз климатически обуслов­
ленных динамик прироста древесных растений на основе анализа 
цикличности дендрохронологических рядов.
Контрольные вопросы
1. Какие основные типы древесных образцов используются для денд- 
рохронологического анализа и каковы методы их сбора?
2. В какой последовательности осуществляется подготовка образца 
для измерения?
3. В чем отличия предварительной и окончательной датировки колец 
древесины?
4. Что представляет собой скелетный график?
5. Что означает «относительная» и «абсолютная» датировка годич­
ных колец?
6. На чем основан метод перекрестной датировки хронологий?
7. Назовите два основных подхода при перекрестной датировке.
8. Для чего проводится стандартизация (индексация) ширины годич­
ных колец?
9. Какие способы получения обобщенных хронологий вы знаете?
10. Для чего проводится анализ функций отклика?
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3.3. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ ЗАГРЯЗНЕНИЙ 
РАСТЕНИЙ, ВОДЫ И ВОЗДУХА
Деятельность человека проявляется в конечном итоге в форме 
различных нарушений в окружающем мире. Преобразования ланд­
шафтов, изменение физических и химических характеристик воды, 
воздуха, почвы, физиологических, биохимических и генетических 
процессов в растениях, животных и микроорганизмах потребовало 
от человека организации мониторинговых исследований. В зависи­
мости от решаемых задач для контроля за состоянием окружающей 
среды могут быть выбраны различные показатели, характеризую­
щие физическое, химическое, физиологическое, биохимическое, 
генетическое благополучие растительного и животного мира, воды, 
воздуха, почвы.
Выполнение предлагаемых лабораторных работ позволяет вой­
ти в эту огромную область человеческой деятельности.
Работа 1*
Чувствительность пигментного комплекса растений 
к действию поллютантов
Цель работы : изучить чувствительность пигментного комп­
лекса растений к действию поллютантов.
Методы работы. Концентрация пигментов определяется на фо­
тоэлектроколориметре по калибровочной кривой или непосредствен­
но на спектрофотометре (СФ-26, СФ-46 и т. д.) с использованием 
для расчета концентрации пигментов соответствующих формул 
(Вернера, Арнона и др.).
Для исследований чувствительности пигментного комплекса 
растений к действию тяжелых металлов используют водные раство­
ры солей ZnS04, C11SO4, Co(N 03)2, ВаС12, M nS04, Pb(CH3CO)2 
с концентрацией катионов 0,25; 0,1; 0,025; 0,001 и 0,0001 мг/мл. 
Перед определением хлорофиллов объекты (диски, вырезанные 
из листьев растений) инфильтруют указанными растворами. Для 
этого ткань помещают в центрифужные пробирки и заливают 
раствором соответствующей концентрации металла (на 10-15 дис­
ков 5-7 мл раствора). Инфильтрацию проводят на центрифуге в те­
чение 10 мин при 5 000 об/мин.
Затем диски помещают на влажную бумагу в чашки Петри 
и оставляют на свету на 24-^18 ч. Опыт проводят в трехкратной 
повторности. Контроль -  диски из листьев, инфильтрированные 
дистиллированной водой. Через указанный интервал времени в ра­
стительной ткани определяют хлорофиллы.
Содержание работы . Хлорофилл и другие пигменты расте­
ний являются необходимой составной частью фотосинтезирующей 
системы, нарушение их структуры или уменьшение их количества 
ведет к значительному снижению фотосинтетической способности 
растений и, как следствие, их роста. Снижение содержания хло­
рофилла часто используют в качестве индикаторной реакции по-
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вреждения, происходящего под действием загрязняющих воздух 
веществ (S 02, HF, тяжелые металлы). При действии, например, 
S 0 2 и НС1, которые подкисляют клеточную среду, происходит 
деградация хлорофилла на феофитин и Mg2+, при этом магний за­
меняется двумя атомами водорода, что приводит к изменению спек­
тральных характеристик хлорофилла. Не исключено, что поллю- 
танты могут действовать на стабильность хлорофилл-белковых 
комплексов (например, тяжелые металлы).
Для изучения чувствительности пигментного комплекса рас­
тений необходима экстракция пигментов, пигменты могут быть 
экстрагированы из свежего и фиксированного материала. При вы­
боре экстрагирующих веществ необходимо учитывать раствори­
мость пигментов и возможность их выделения данным раствори­
телем из пигментно-липопротеидного комплекса, в виде которого 
пигменты находятся в пластидах. В зависимости от химического 
строения различают растворители полярные (спирты, ацетон) и не­
полярные (петролейный эфир, гексан, бензин и др.). Степень по­
лярности растворителя определяется величиной его дипольного 
момента.
Хлорофиллы и каротиноиды, являясь в основном липофиль- 
ными соединениями, хорошо растворяются во всех соединениях, 
растворяющих липиды: ацетоне, спирте, эфире, бензине, петролей- 
ном эфире и т. д. Однако полное извлечение пигментов из раститель­
ного материала достигается только при использовании полярных 
растворителей или смеси полярных и неполярных растворителей. 
Полярные растворители, вызывая денатурацию белка и нарушая 
связи пигментов с липопротеидным комплексом, обеспечивают 
быструю экстракцию всех пигментов. Чистые неполярные раство­
рители не нарушают связи пигментов с белком. Поэтому бензин, 
петролейный эфир и другие неполярные растворители экстраги­
руют в нормальных условиях только каротин, часть ксантофиллов 
и очень небольшое количество (1-5 %) хлорофиллов. Для полной 
экстракции пигментов неполярными растворителями необходи­
ма примесь полярного растворителя (например, 2-3 % этанола 
в петролейном эфире). Для выделения пигментов используют 80- 
85 %-й ацетон или 90 %-й спирт.
Экстракцию проводят по возможности быстро. Пигменты экс­
трагируют последовательно несколькими порциями чистого раство­
рителя, фильтруя каждый раз раствор пигментов через стеклянный 
фильтр или центрифугируя гомогенат. При растирании навески 
листьев с растворителем необходимо добавлять небольшое коли­
чество С аС 03, M gC03 или 1 н раствор NH4OH для предотвраще­
ния феофитинизации пигментов.
Вся подготовительная работа с пигментами ведется в затем­
ненном помещении, на холоду.
Ход определения. Навеску свежего растительного материала 
(30-40 мг) тщательно растирают в фарфоровой ступке с неболь­
шим количеством 80 %-го ацетона (0 ,5-1 ,0 мл), измельченного 
стекла углекислого магния или кальция (на кончике скальпеля). 
После настаивания (2-3 мин) экстракт переносят в центрифужные 
пробирки и центрифугируют при 3-5 тыс. оборотов в течение 5 -  
7 мин. Экстракцию пигментов небольшими порциями чистого раство­
рителя повторяют 2-3 раза до полного извлечения пигментов про­
мыванием осадка в центрифужных пробирках. Последние порции 
экстракта, собранные в пробирку, должны быть бесцветными.
Экстракты количественно переносят в мерный цилиндр на 10 мл 
и объем вытяжки доводят чистым растворителем до метки. Полу­
ченная ацетоновая вытяжка содержит сумму зеленых и желтых 
пигментов. Концентрация пигментов в вытяжке определяется на фо­
тоэлектроколориметре по калибровочной кривой или непосред­
ственно на спектрофотометре. Для количественного определения 
часть полученного экстракта наливают в кювету спектрофотомет­
ра. Вторая кювета заполняется чистым растворителем (80 %-м 
ацетоном). Кюветы помещают в кюветную камеру спектрофото­
метра и определяют оптическую плотность (D) при длинах волн, 
соответствующих максимумам определяемых пигментов.
Для быстрого определения суммы хлорофиллов (а + б) можно 
использовать формулу Арнона для 80 %-го ацетона
С (а+  б)» м р / л  “  £*652 ’ 1000 /  34,5 =  29,0 • £>652*
Используя объем вытяжки и массу навески листьев, рассчиты­
вают количество пигментов в миллиграммах на единицу сырого 
или сухого веса, в % от сухого (сырого) веса и в миллиграммах 
на единицу площади листа (например, на дм2). Обычно в нормаль­
ных зеленых листьях содержание хлорофилла колеблется от 0,5
до 3 мг на 1 г свежего веса при отношении «а» к «б» 2,5-3, а со­
держание каротиноидов составляет 0,1-0,5 мг/г сырого веса. От­
ношение ксантофиллов к каротинам равно 3-5, отношение хлоро­
филлов (а + б) / (кс + кр) = 3-8.
Концентрация отдельных пигментов (хлорофиллов «а» и «б») 
определяется двухволновым методом в общей смеси пигментов 
и сводится к следующему: с помощью спектрофотометра устанав­
ливается величина оптической плотности (D) вытяжки пигментов 
при двух длинах волн, соответствующих максимумам поглощения 
пигментов в данном растворителе и затем рассчитывается концен­
трация пигментов по формуле Вернона (для 80 %-го ацетона).
Са (мг/л) = 11,63 • £>665 “  2,39 • £>649»
Сб (мг/л) = 20,11 • £>649“ 5,18 • £>665;
Са с б (мг/л) = 6,45 • £>665 17,72 • £>649-
Подготовка материала и оборудования. Для исследований 
чувствительности пигментного комплекса растений к действию 
тяжелых металлов используют водные растворы солей Z nS04, 
C uS04, Co(N 03)2, ВаС12, M nS04, РЬ(СН3СО)2 с концентрацией ка­
тионов 0,25; 0,1; 0,025; 0,001 и 0,0001 мг/мл. Перед определением 
хлорофиллов объекты (диски из листьев растений) инфильтруют 
указанными растворами. Для этого ткань помещают в центрифуж­
ные пробирки и заливают раствором соответствующей концент­
рации металла (на 10-15 дисков 5-7 мл раствора). Инфильтрацию 
проводят на центрифуге в течение 10 мин при 5 000 об/мин.
Затем диски помещают на влажную бумагу в чашки Петри 
и оставляют на свету на 24-48 ч. Опыт проводят в трехкратной 
повторности. Контроль -  диски из листьев, инфильтрированные 
дистиллированной водой. Через указанный интервал времени 
в растительной ткани определяют хлорофиллы.
Представление результатов. Результаты оформляются в виде 
следующей таблицы:
Ионы тяжелых Содержание пигментов, мг/г сыр. веса
металлов Хлорофилл а Хлорофилл б Сумма (а + б)
Работа 2
Определение содержания нитрат-ионов 
в растительной ткани и воде
Цель работы : освоить метод определения содержания нитрат- 
ионов в растительной ткани и в воде.
Методы работы . В основу предлагаемого метода положен 
принцип зависимости электродвижущей силы (ЭДС) гальваничес­
кого элемента ионоселективного электрода от концентрации ионов 
в растворе. (Метод применяется в случае, если содержание хло- 
рид-ионов в пробе не превышает содержание нитрат-ионов более 
чем в пятьдесят раз. Чувствительность метода 6 мг/дм.)
Для проведения работы используется интегральный измери­
тельный прибор рН-метр/иономер «Анион 410». Прибор преобра­
зует значение ЭДС в значение pH (рХ) при помощи метода граду­
ировочного графика, который автоматически строится процессором 
прибора на основе введенных в него значений ЭДС стандартных 
растворов.
Содержание работы . В настоящее время одной из важных 
проблем -  как результат усиления антропогенной нагрузки на эко­
системы -  является проблема нитратов. Наряду с решением традици­
онных задач использования нитратного азота в качестве источника 
азотного питания растений и оптимизации эколого-агрохимичес- 
ких условий, влияющих на формирование урожая и его качество, 
назрела необходимость решения вопросов, связанных с экологи­
ческими последствиями аккумуляции нитратов в почве, воде, рас­
тениях, атмосфере, с влиянием их на здоровье человека.
Нитраты -  неотъемлемая часть всех наземных и водных эко­
систем, поскольку процесс нитрификации, ведущий к образова­
нию окисленной неорганической формы азота, является принци­
пиальным механизмом и имеет глобальный характер. В то же время 
с ростом интенсификации сельскохозяйственного производства 
вообще и использования азотных удобрений, в частности, поступ­
ление неорганических соединений азота в природные воды, рас­
тения, а следовательно и в организм человека, возрастает. По этой 
причине проблема загрязнений растениеводческой продукции нит­
ратами, избыточное потребление которых может привести к ряду
серьезных заболеваний, в настоящее время приобрела такую ост­
роту.
Пределы содержания нитратов в товарной части урожая 
сельскохозяйственных растений
Вид растения N03-f мг/кг сыр. массы Вид растения
N03- 
мг/кг сыр. массы
Арбуз 40-600 Патиссон 160-900
Баклажан 80-270 Перец сладкий 40-330
Горошек зеленый 20-80 Петрушка 1700-2500
Дыня 40-500 Редька черная 1500-1800
Капуста кочанная 600-3000 Редис 400-2700
Кабачок 400-700 Салат 400-2900
Картофель 40-980 Свекла 200-4500
Лук зеленый 40-1400 Томат 300-1300
Лук репчатый 60-900 Укроп 400-2200
Морковь 160-2200 Чеснок 40-300
Огурец 80-560 Щавель 240-400
Работа состоит из нескольких этапов.
1. Подготовка материала к анализу
Для проведения анализа свежую (обводненную) навеску в 1 г 
(с точностью до второго десятичного знака) или высушенную-  
12,5 г -  растительной ткани тщательно растирают в ступке. Если 
ткань жесткая (лист), для гомогенизации можно добавить измель­
ченное стекло. Для проведения сравнения необходимы как ми­
нимум две пробы из разных участков анализируемого объекта. 
Например, если это клубень картофеля, можно взять пробу из об­
ласти сердцевины и из его периферийной части. Удобно это сде­
лать при помощи трубчатого сверла, если его нет, можно сделать 
радиальный срез и взять пробы из разных точек по радиусу.
После гомогенизации пробу переносят в колбу на 100 мл, для 
чего в ступку порциями добавляется 1 %-й раствор алюмокалие- 
вых квасцов (1 г на 100 мл воды) так, чтобы смыть в колбу весь 
гомогенат. Если проба сухая, то можно добавить раствор уже при 
растирании. Конечный объем добавленного раствора должен рав­
няться 50 мл (это необходимо помнить, если добавляли раствор 
при растирании). Колбу закрывают пробкой и перемешивают со­
держимое встряхиванием в течение 3 мин (если используется ста­
кан, можно перемешать палочкой).
Подготовленный таким образом гомогенат необходимо про­
фильтровать через плотную ткань или бумажный фильтр. Его мож­
но также центрифугировать при частоте в 7 ООО оборотов в тече­
ние 5-7 мин. Полученный фильтрат используют для определения 
нитратов.
2. Подготовка градуировочных стандартов
В данной работе градуировку проводят по четырем стандартам 
раствора KN 03 с концентрацией соответственно 0,1; 0,01; 0,001; 
0,0001 моль/л. Для приготовления первого раствора (0,1 М /л -  
исходного) 10,110 г K N 03 (предварительно высушенного при t = 
= 100-105 °С) растворяют в мерной колбе на 1 000 мл. Для приго­
товления каждого последующего раствора из предыдущего отби­
рают аликвоту и разводят дистиллятом в 10 раз (1 : 9). Для прове­
дения градуировки достаточно 100-150 мл каждого стандартного 
раствора.
3. Подготовка электродов
3.1. Вспомогательный лабораторный (хлорсеребряный)
Электрод перед началом работы следует заполнить насыщен­
ным при 20 °С раствором КС1 (КС1 растворять примерно в 300 мл 
дистиллята, пока на дне не появится тонкий слой осадка). После 
заполнения электрод погружают в этот раствор и выдерживают 
48 ч. Хранить электрод следует в том же растворе, но закрытым 
пробкой. Непосредственно перед началом работы пробка должна 
быть снята.
3.2. Нитрат-селективный электрод
Существует два типа электродов. Один тип перед началом ра­
боты заполняют смесью растворов 0,1 М K N 03 и 0,1 М КС1, кото­
рая вводится через отверстие в верхней части электрода при по­
мощи шприца. Заполнение электрода производят так, чтобы внутри 
не образовывалось воздушных пузырьков, препятствующих кон­
такту электролита и мембраны. Если есть подозрение, что он воз­
ник, встряхните электрод, как градусник. В норме электрод должен 
давать отклик на стандарт 0,01 М (K N 03) ЭДС = 100±20 мВ. Вре­
мя установки потенциала примерно 3 мин.
Перед каждым новым измерением электрод необходимо опо­
ласкивать дистиллятом и высушивать фильтровальной бумагой. 
Хранить электрод следует в 0,01 М растворе K N 03.
Другой тип электрода готовят в течение 24 ч, просто вымачи­
вая его в растворе 0,01 М K N 03. В период между определениями 
хранят так же, как и первый электрод.
3.3. Датчик температуры
Помимо электродов данный прибор оснащен термодатчиком 
для определения температуры растворов. Он не требует особой 
подготовки. Однако следует помнить, что датчик погружают в ис­
следуемый раствор на 2/3 его длины. Температуры раствора, элект­
рода и датчика различны, а потому при погружении датчика в раст­
вор температура последнего изменится, стремясь к равновесному 
значению. Поэтому фиксировать показания можно не ранее чем 
через минуту.
4. Работа с прибором «Анион-410»
Данный прибор -  совершенный инструмент для решения на­
учных и прикладных задач. Он прост в использовании, и его лег­
ко освоить.
На передней панели прибора находятся экран, клавиши управ­
ления. Выйти из любого режима и вернуться к предыдущему состо­
янию можно с помощью клавиши «отмена» и гнезда для датчиков. 
Крайнее правое гнездо предназначено для датчика температуры. 
Верхний ряд гнезд слева, пронумерованных соответственно 1, 2 
и 3, предназначен для селективных электродов. Электроды, име­
ющие BNC-разъем, подключаются с BNC-переходником. Нижний 
ряд гнезд слева предназначен для вспомогательных электродов 
и экранов селективных электродов (если последние есть). Эти гнез­
да соединены между собой, и поэтому экран или вспомогатель­
ный электрод можно подсоединить к любому из них, независимо 
от того, к какому каналу подключен селективный электрод. При­
соединить все датчики и включить прибор необходимо заранее, 
так как перед началом работы ему нужно прогреться в течение 
3 мин.
Прежде чем приступать к измерениям, необходимо ввести в па­
мять прибора следующие данные.
I. У с т а н о в к и .  Нажмите клавишу «Установка», прибор пе­
рейдет в этот режим (при включении он автоматически устанав­
ливает режим «Измерения»). Установите маркер (черный прямо­
угольник) на Мх и нажмите кнопку «Ввод»; далее, используя 
стрелки, введите значение относительной молярной массы иона 
(стрелки вверх/вниз меняют значение, а влево/вправо -  разряд 
числа). Для ввода в память нажмите «Ввод».
1. рНи -  установка изопотенциальной точки для обеспечения 
измерений с автоматической температурной компенсацией (АТК). 
Значения берутся из паспорта электрода. Эта функция использует­
ся, если температуры стандартного и исследуемого растворов резко 
отличаются. Для ее активации поместите маркер на третью пози­
цию в командной строке (—) и нажмите «ввод», этой же клавишей 
можно отключить АТК.
2. инт -  установка интервала для автоматической записи. Если 
вы имеете дело с динамичным процессом и вам необходимо фик­
сировать изменения по мере его протекания, это можно сделать 
в автоматическом режиме. Если вы установите какой-либо интер­
вал, отличный от 00,00, то, вернувшись в режим измерений, уви­
дите в правом верхнем углу значок А (автоматическая, вместо 
Р : 00 -  ручная) и значение интервала. Теперь если вы просто по­
местите маркер на этот значок, включится автоматическая запись.
3. t -  ручной ввод температуры (с другого прибора).
4. min/max -  установка границ контроля допуска. При необхо­
димости можно установить значения минимума и максимума, при 
выходе за которые прибор известит вас звуковым сигналом.
Примечание. Установки, кроме 1.1, в данной работе не используются.
И. Г р а д у и р о в к а .  В этом режиме прибор фиксирует пара­
метры стандартных растворов (t -  температура, ЭДС и S -  крутиз­
на градуировочной характеристики электрода, мВ/рХ). Для изме­
рения в памяти прибора должно быть как минимум 2 стандарта, 
максимум -  6, в данной работе -  4.
Для проведения градуировки нажмите клавишу «Градуиров­
ка», и прибор перейдет в этот режим. В верхней строке вы увиди­
те позиции «?», «Град», «1; 2 или 3», «Сброс», ниже располагают­
ся шесть значений р Х -  значения стандартных растворов.
Сначала выберите номер канала, с которым вы работаете (это 
номер гнезда, в который включен селективный электрод, и третья
позиция маркера в верхней строке команд). Его значения можно 
менять, установив маркер на число в командной строке и нажи­
мая «Ввод». Затем выберите из предложенных значений рХ  близ­
кое или равное вашему стандарту и нажмите «Ввод»; если потре­
буется, подкорректируйте это значение стрелками и нажмите 
«Ввод». На экране появятся параметры выбранного стандарта. Их 
можно сбросить, установив маркер на позицию «Сброс» и нажав 
«Ввод» (см. примечание).
Для проведения градуировки по вашему стандарту установите 
маркер в положение «Град» и нажмите «Ввод». Прибор перешел 
к градуировке, и вы видите текущие параметры. Дождитесь, пока 
они станут достаточно стабильными, и нажмите «Ввод». Эти па­
раметры сохранились в памяти, в списке появляется галочка на­
против значения р Х  измеренного стандарта. Таким знаком обозна­
чаются все стандарты, параметры которых есть в памяти. К списку 
можно вернуться клавишей «Отмена».
Примечание. Если в памяти четыре стандарта, а вы делаете работу, в которой 
используются три, то, выполнив градуировку по своим стандартам, сотрите лиш­
ний (см. предыдущий абзац). Для повышения точности измерений рекомендуется 
проводить градуировку перед каждой работой.
III. И з м е р е н и я .  После завершения градуировки нажмите 
клавишу «Измерение», и прибор, перейдя в этот режим, позволит 
вам измерить параметры опытного раствора. Для этого выберите 
канал, с которым вы работаете, установив маркер на третью пози­
цию в верхней, командной строке и нажимая «Ввод».
Далее установите маркер на вторую позицию и, нажимая 
«Ввод», выберите параметр, который вы хотели бы измерить:
1) pH -  измерение активности ионов в единицах рХ  (в данной 
работе pN 0 3);
2) ЭДС -  измерение ЭДС электродной системы, мВ;
3) М -  измерение молярной концентрации ионов;
4) С -  измерение массовой концентрации ионов, мг/л.
Справа вы можете видеть показания датчика температуры, под
ним -  единицы измерения параметра, а выше, в командной стро­
ке, индикатор режима записи в блокнот Р : 00 -  ручной режим. 
Дождавшись стабилизации показаний, установите маркер в эту 
позицию и нажмите «Ввод». В дальнейшем, нажав клавишу «Блок­
нот», вы можете просмотреть записи. Если в режиме установки 
задать интервал автоматической записи, то, поместив маркер на эту 
позицию, вы включите автозапись.
Примечание. Установив маркер «?» и нажав «Ввод», вы увидите ряд парамет­
ров, относящихся к работе прибора: наличие/отсутствие в памяти стандартов, ин­
тервал записи в блокнот, значение изопотенциальной точки и напряжение пита­
ния прибора.
Определение N 0 3" в воде проводят так же, как в экстракте 
из растительной ткани. Прибор сразу показывает содержание нит- 
рат-ионов в мг/л.
Представление результатов. Результаты оформляются в виде 
следующей таблицы:
Объект
Содержание N 0 3
мг/л мг/кг сыр. веса мг/дм2 листа
Работа 3
Определение растворенного в воде кислорода 
по методу Винклера
Цель работы: определить растворенный в воде кислород ме­
тодом Винклера.
Методы работы. Сущность предлагаемого метода определе­
ния растворенного кислорода заключается в том, что гидрат заки­
си марганца в щелочном растворе окисляется за счет растворен­
ного в воде кислорода с образованием гидрата окиси марганца:
2Мп(ОН)2 + 0 2 + Н20  = 2Мп(ОН)3.
После растворения в соляной кислоте гидрат окиси марганца 
образует хлорный марганец:
2Мп(ОН)3 + 6НС1 = 2МпС13 +6Н20 .
Хлорный марганец легко распадается с выделением свободно­
го хлора:
2МпС13 + НС1 = С12 +2МпС12 + НС1.
В присутствии йодистого калия свободный хлор выделяет из не­
го эквивалентное количество йода:
2KI + С12 = 21 + 2КС1.
Следовательно, два атома йода эквивалентны одному атому 
кислорода. Количество выделившегося йода оттитровывается ги­
посульфитом.
Реактивы:
-  раствор хлористого марганца, содержащий 42,5 г МпС12 * 4Н20  
или 48 г M nS04 • 4Н20 , д о в о д я т  д о  100 м л  дистиллированной 
водой;
-  щелочной раствор йодистого калия готовят, растворяя 70 г 
КОН или 50 г NaOH и 15 г КІ в дистиллированной воде, и дово­
дят объем до 100 мл;
-  химически чистую соляную кислоту разводят дистиллирован­
ной водой в отношении 1 : 1 по объему или химически чистую 
серную кислоту 1 : 3 по объему;
-  тиосульфат, 0,02 н раствор готовят разбавлением 0,2 н раство­
ра. Каждый миллилитр 0,02 н раствора N2S20 3 эквивалент 0,16 мг 
кислорода.
Для выполнения работы необходимы штатив, бюретка, мер­
ные колбы на 25 мл, электронные весы, воронка.
Содержание работы. Растворенный кислород находится в при­
родной воде в виде молекул 0 2. На его содержание в воде влияют 
две группы противоположно направленных процессов: одни уве­
личивают концентрацию кислорода, другие уменьшают. К первой 
группе процессов, обогащающих воду кислородом, следует отне­
сти процесс абсорбции кислорода из атмосферы; выделение кис­
лорода водной растительностью в процессе фотосинтеза; поступ­
ление кислорода в водоем с дождевыми и снеговыми водами, 
которые обычно перенасыщены кислородом.
К группе процессов, уменьшающих содержание кислорода в во­
де, относятся реакции потребления его на окисление органических 
веществ: биологическое окисление (дыхание растительных и жи­
вотных организмов, расход кислорода на окисление органических 
веществ микроорганизмами) и химическое окисление Fe2+, Мп2+, 
N 0 2“, NH4+, СН4, H2S). Кроме того, уменьшение содержания кис­
лорода в воде может происходить вследствие выделения его в ат­
мосферу из поверхностных слоев, но только в том случае, если вода 
при данной температуре и давлении окажется перенасыщенной 
кислородом.
Концентрация кислорода определяет величину окислительно­
восстановительного потенциала и в значительной мере -  направ­
ление и скорость процессов химического и биологического окис­
ления органических и неорганических соединений. Кислородный 
режим оказывает глубокое влияние на жизнь водоема. Минималь­
ное содержание растворенного кислорода, обеспечивающее нор­
мальное развитие рыб, составляет около 5 мг 0 2/дм3. Понижение 
его до 2 мг/дм3 вызывает массовую гибель (замор).
В соответствии с требованиями к составу и свойствам воды 
водоемов питьевого и санитарного пользования содержание раство­
ренного кислорода в пробе, отобранной до 12 ч дня, не должно 
быть ниже 4 мг/дм3 в любой период года; для водоемов рыбохо­
зяйственного назначения концентрация растворенного в воде кис­
лорода не должна быть ниже 4 мг/дм3 в зимний период (при ледо­
ставе) и 6 мг/дм3 -  в летний.
Определение кислорода в поверхностных водах включено в про­
грамму наблюдений с целью оценки условий обитания гидроби- 
онтов, прежде всего рыб.
Содержание кислорода является также косвенной характеристи­
кой оценки качества поверхностных вод и регулирования процесса 
самоочистки вод. Она существенна для аэробного дыхания и яв­
ляется индикатором биологической активности (т. е. фотосинтеза) 
в водоеме. Контроль за содержанием кислорода -  чрезвычайно 
важная проблема практически для всех отраслей народного хо­
зяйства, включая черную и цветную металлургию, химическую 
промышленность, сельское хозяйство, медицину, биологию, рыб­
ную и пищевую промышленность, службу охраны окружающей 
среды.
Анализ производится следующим образом.
1. Вода из водоема берется с соответствующей глубины бато­
метром Руттнера. При наполнении склянок к крану батометра при­
соединяют резиновую или стеклянную трубку, которая опускается 
через горлышко до дна склянки. Необходимо следить, чтобы через
Содержание растворенного кислорода в водоеме, 
характеризующее его самоочищающую способность
Уровень 
загрязненности водоема
Класс 
качества воды
Лето, 
мг 0 2/дм3
Зима, 
мг 0 2/дм3 % насыщения
Очень чистый I 9 14-13 95
Чистый II 8 12-11 80
Умеренно загрязненный III 7-6 10-9 70
Загрязненный IV 5-4 5-4 60
Грязный V 3-2 5-1 30
Очень грязный VI 0 0 0
воду не проскакивали пузырьки воздуха. Воде дают перелиться 
через верх склянки так, чтобы сменилось 2-3 объема. Склянки 
для анализа берут примерно одного объема -  120-140 мл.
2. После заполнения склянки водой в нее тотчас же вносят 
по 0,5 мл раствора сернокислого марганца и щелочного раствора 
йодистого калия. Склянку закрывают притертой пробкой так, что­
бы под ней не осталось пузырьков воздуха; содержимое склянки 
тщательно взбалтывают. Примерно в течение 30 мин осадку дают 
осесть.
3. После этого вводят 1 мл серной или соляной кислоты, закры­
вают склянку пробкой и тщательно взбалтывают, чтобы осадок 
полностью растворился. Берут 50 мл жидкости, определяют коли­
чество выделившегося йода титрованием гипосульфитом в при­
сутствии крахмала до обесцвечивания раствора.
4. Количество растворенного кислорода определяется по фор­
муле
л: = 0,16 F  • п ■ 1000 / Ѵх -  Ѵ2 мг 0 2 / 1 л,
где п -  количество 0,0 н раствора гипосульфита, пошедшего на тит­
рование, мл; F -  поправка на титр 0,02 н гипосульфита; Ѵх -  объем 
воды в склянке, мл; Ѵ2 -  объем взятых реактивов, мл.
Расчеты показывают, что если объемы склянок, взятых для серий­
ных определений кислорода, различаются не более чем на 20 мл -  
в пределах 120-140 мл, то можно титровать не весь объем склянки, 
а, например, по 50 или 100 мл. При этом ошибка из-за неравное™ 
объемов не превышает 0,25 %, а массовые расчеты результатов
очень упрощаются и могут проводиться (если объем титруемой 
жидкости, например, 50 мл) по следующей формуле:
x = 0 , 1 6 - F -  п • 1000 / 49,6 = 3,22 F  - л м г 0 2/ 1л.
Представление результатов. Результаты оформляются в виде 
следующей таблицы:
Источник Н20 Содержание 0 2, мг/дм3 Уровень загрязненности
Работа 4
Тест на загрязнение воды или почвы 
ионами тяжелых металлов
Цель работы: провести тест на загрязнение воды или почвы 
ионами тяжелых металлов.
Методы работы. Отработку теста можно осуществлять в мо­
дельных опытах в лабораторных условиях.
Содержание работы. В связи с развитием работ по биоинди­
кации актуальными стали вопросы комплексного тестирования 
загрязнения и поиска быстрых тест-систем. Настоящая работа 
позволяет использовать реакцию растений на ионы тяжелых ме­
таллов (например, меди, свинца, тория, кобальта, цинка, бария 
и др.) в качестве биотеста.
Ионы металлов необратимо связываются с SH-группами ос­
татков цистеина, а поэтому нарушается каталитическая активность 
ферментов. Они ингибируют их с образованием меркантидов:
E-SH + Cu2+ = E-SH-Cu + Н+,
т. е. возникает неконкурентное ингибирование, в результате чего 
клетка погибает.
Ход работы
1. Использованием водных растений как тест-объектов
П ро в е д е н и е  и н ф и л ь т р а ц и и .  Введение меди (равно как 
и других ионов -  свинца, тория, бария и т. д.) в растительные тка­
ни в эксперименте можно осуществлять методом инфильтрации,
т. е. введением растворов, содержащих ионы, в межклетники тка­
ней листа. Ниже приведено описание работы с ионами меди. Для 
других ионов работа проводится по той же схеме.
В центрифужные пробирки с растворами CuS04 (концентра­
ция катиона 0,01; 0,025; 0,1; 0,25 мг/л) поместить по 10-15 непов­
режденных листьев элодеи или дисков другого растения. В каче­
стве контроля использовать вариант с дистиллированной водой. 
Центрифугировать 10 мин при 5 000 об/мин, затем резко остано­
вить центрифугу.
П ро  в е д е н и е  т е с т а .  Инфильтрованные листья поместить 
в чашки Петри на увлажненные дистиллированной водой бумаж­
ные фильтры, прикрыть крышками и поставить под лампу или 
на освещенное окно.
Наблюдения проводить через 15, 30, 60, 120 мин после выдер­
живания инфильтрованных листьев на свету. Действие ионов ме­
таллов должно проявиться в гибели клеток. Живые клетки очень 
ограничивают проницаемость внутрь органических веществ, и, по­
мещенные в раствор красителя, они практически не окрашиваются. 
В мертвые клетки краска проникает свободно, благодаря чему их 
можно сразу обнаружить и учесть.
Для окрашивания используют краситель сафранин (250 мг саф­
ранина растворяют в 100 мл 10 %-го спирта), поскольку он обла­
дает способностью хорошо окрашивать стенки клеток. Образцы 
выдерживают в красителе 3-5 мин. За показатель токсичности 
поллютанта (ионов металлов) принимают количество окрашенных 
клеток в процентном отношении к общему количеству клеток в по­
ле зрения микроскопа или поперечного среза листа.
2. Проведение теста на наземных растениях
10-15 листьев или дисков листа помещают в центрифужные 
пробирки с растворами CuS04 (использовать те же концентрации, 
что и для элодеи). С листьями необходимо обращаться очень ак­
куратно, избегая их механического повреждения.
Для успешного осуществления инфильтрации листья необхо­
димо погрузить в инфильтруемый раствор, для этого внутрь цент­
рифужной пробирки на листовые диски помещают небольшой груз 
(например, кусочек стеклянной палочки или небольшую цент­
рифужную пробирку, которая придавит листья к дну). Центри­
фугируют в течение 10 мин при 7 ООО об/мин. Инфильтрованные 
листья выглядят более темными. После инфильтрации листья по­
местить в чашки Петри на смоченные водой фильтры, накрыть 
крышками и оставить на освещенном окне на 24-^48 ч.
По истечении указанного времени диски окрашивают сафра­
нином, как описано выше. Образец выдерживают в красителе 
15 мин. Из средней части диска (без крупных жилок) делают по­
перечные срезы толщиной в 1-2 клетки, выбирают наиболее удач­
ный и определяют под микроскопом количество окрашенных кле­
ток. Число окрашенных клеток в процентном отношении к общей 
площади среза листа принимают за показатель токсичности пол- 
лютанта. Строят график зависимости процентного содержания 
поврежденных клеток от концентрации ионов поллютанта.
Представление результатов. Результаты представляются в ви­
де следующего графика:
Процент 
поврежденных 
клеток
Ч----------- 1-----------Ь
0 15 30 60 120
Время выдерживания после инфильтрации, мин
Кривые строить для каждой концентрации поллютанта. Сде­
лать вывод о действии ионов тяжелых металлов на листья расте­
ний и о возможности использования этого метода для тестирова­
ния загрязнения среды.
3. Фототаксис как тест на загрязнение среды ионами металлов
В настоящее время существуют различные методы биоиндика­
ции компонентов биоценозов. Данная работа позволяет использо­
вать прижизненный тест реакции хлоропластов на свет, в резуль­
тате чего регистрацию торможения отрицательного фототаксиса 
хлоропластов в клетках можно использовать как показатель ток­
сичности природных объектов.
Для проведения теста подготовка материала проводится ана­
логично методике предыдущих тестов. Токсическое действие ионов
металлов определяется по степени подавления фототаксиса хло- 
ропластов. Инфильтрованные листья поместить на предметное 
стекло микроскопа. Хлоропласты должны находиться у верхней 
стенки клеток в эпистрофном положении, т. е. перпендикулярно 
лучам света, после чего следует создать в микроскопе на 10 мин 
сильное освещение объекта и в тех же клетках вновь подсчитать 
количество эпистрофных хлоропластов. В контроле (дистиллирован­
ная вода) число таких хлоропластов должно быть близким к нулю, 
так как большинство хлоропластов переходит в результате отрица­
тельного фототаксиса в парастрофное положение, т. е. прижимается 
к боковым стенкам клеток и поворачивается ребром по отношению 
к лучам света. Количество хлоропластов после воздействия силь­
ного света в течение 10 мин можно считать показателем повреж­
дения клеток и, следовательно, показателем токсичности.
Представление результатов. Результаты оформляются в виде 
графика.
Количество
эпистрофных
хлоропластов
Концентрация ионов
Представить выводы о действии тяжелых металлов на листья 
растений и о возможности использования этого метода для тести­
рования загрязнения среды.
Работа 5
Измерение концентрации окиси углерода 
в атмосфере и воздухе производственных помещений
Цель работы : измерить концентрации окиси углерода в ат­
мосфере и воздухе производственных помещений.
Методы работы . Метод измерения концентрации окиси уг­
лерода в воздухе основан на анализе газов путем электролиза при 
постоянном потенциале. Поступающий в прибор воздух проду­
вается при помощи насоса через фильтр, исключающий попада­
ние в электрохимическую ячейку частиц пыли, а затем подается 
собственно в электрохимическую ячейку, заправленную серной 
кислотой. В ячейке происходит электролиз, результатом которого 
является изменение силы протекающего через нее тока, что фик­
сируется и обрабатывается измерительным устройством; после 
декодирования сигнала он попадает на аналоговый цифровой пре­
образователь, а затем на цифровой индикатор.
Содержание работы. Для выполнения работы используются 
газоанализатор «Палладий-3» с комплексом соединительных тру­
бок; полиэтиленовые емкости (не менее 3 л) для отбора проб, снаб­
женные зажимами и переходниками; ручной насос с соединитель­
ными трубками в комплекте.
Отбор проб производится при помощи ручного меха или насо­
са путем нагнетания воздуха, предназначенного для анализа в по­
лиэтиленовую емкость. После наполнения емкости примерно 3 л 
воздуха (запрещается наполнять емкость до отказа) выходной 
шланг пережимается зажимом, что исключает потерю пробы при 
ее транспортировке. После того как необходимые пробы отобра­
ны, можно приступить к их анализу.
Подготовка прибора. Для начала работы прибор необходимо 
включить в розетку 220 В, нажать на кнопку переключения сети 
«Сеть», находящуюся на передней панели прибора (при этом дол­
жен загореться зеленый светодиод), и прогреть его в течение 30 мин.
Проверить наличие и исправность системы, отводящей про­
анализированный газ из прибора и помещения (трубка должна быть 
присоединена к выходному штуцеру, находящемуся на передней 
панели и имеющему маркировку в виде направленной вверх тре­
угольной стрелочки, и выведена на улицу).
Проведение анализа. Перед проведением анализа необходимо 
присоединить при помощи переходника емкость, содержащую 
пробу, к трубке, сообщающейся со входным штуцером прибора 
(этот штуцер имеет маркировку в виде треугольной стрелочки, 
направленной вниз), после чего необходимо разместить емкость 
с воздухом так, чтобы на нее не оказывалось никаких давящих воз­
действий снаружи.
Открыть зажим на выходном патрубке емкости с испытуемым 
воздухом.
Нажать кнопку включения побудителя расхода воздуха «На­
сос», находящуюся на передней панели прибора (при этом попла­
вок-индикатор подачи газа, находящийся в окошке, должен разме­
ститься своим основанием на уровне риски).
После стабилизации показаний прибора их необходимо за­
фиксировать в отчете о проведенной работе (значения выражают 
в СО мг/м3).
После окончания работы необходимо отключить кнопкой 
«Сеть» питание прибора (при этом должен погаснуть зеленый све­
тодиод) и выключить его из розетки.
ПДК по СО (оксиду углерода): шах = 5 мг/м3; среднесуточная = 
= 3 мг/м3.
Представление результатов. Результаты должны быть офор­
млены в виде таблицы:
Место взятия проб Содержание СО, мг/м3 Степень загрязнения
Работа 6
Определение меди в природных водах 
методом инверсионной вольтамперометрии 
с графитовым электродом
Цель работы: определить наличие меди методом инверсион­
ной вольтамперометрии с графитовым электродом
Методы работы . В основе инверсионной вольтамперометрии 
амальгамообразующих металлов лежит концентрирование опре­
деляемого металла на поверхности ртутно-графитового электрода 
в результате предварительного электролиза анализируемого раство­
ра при потенциале предельного диффузного тока. Образующийся 
в процессе накопления на электроде концентрат (амальгама ме­
талла) подвергается анодному превращению, и прибор регистри­
рует величину максимального тока электрорастворения осадка 
металла.
Методика позволяет измерять массовую концентрацию ионов 
меди в природных водах в диапазоне от 0,5 до 30 мкг/л при содер­
жании в пробе органического углерода менее 10 мг на 1 л. Меша­
ющее влияние органических веществ устраняется мокрым сжига­
нием.
Для работы необходимы комплект экологического контроля 
«ИВА-3», фоновый электролит -  2 М раствор НСІ, H g(N 03)2 ра­
створ концентрацией 1 г/л.
Точность метода зависит в большой степени от точности при­
готовления концентрации растворов H g(N 03)2 и стандартных до­
бавок Си2+, а также от точности взятия объемов растворов.
Содержание работы . Медь -  один из важнейших микроэле­
ментов. Физиологическая активность меди связана главным обра­
зом с включением ее в состав активных центров окислительно­
восстановительных ферментов. Недостаточное содержание меди 
в почвах отрицательно влияет на синтез белков, жиров и витами­
нов и способствует бесплодию растительных организмов. Медь 
участвует в процессе фотосинтеза и влияет на усвоение азота рас­
тениями. Вместе с тем избыточные концентрации меди оказыва­
ют неблагоприятное воздействие на растительные и животные 
организмы.
Содержание меди в природных водах колеблется от 2 до 
30 мкг/дм3, в морских водах -  от 0,5 до 3,5 мкг/дм3. Основным ис­
точником поступления меди в природные воды являются сточные 
воды предприятий химической, металлургической промышленно­
сти, шахтные воды. Медь может появляться в результате коррозии 
медных трубопроводов и других сооружений, используемых в сис­
теме водоснабжения. В подземных водах содержание меди обу­
словлено взаимодействием воды с горными породами, содержа­
щими ее.
Предельно допустимая концентрация меди в воде водоемов 
санитарно-бытового водопользования составляет 0,1 мг/дм3, в воде 
рыбохозяйственных водоемов -  0,001 мг/дм3.
Порядок работы
1. Включить прибор «ИВА-3» и графопостроитель в розетку 
и нажать кнопки «Сеть» на их корпусах. Прогреть приборы в те­
чение 15 мин.
2. Ячейка должна быть предварительно залита дистиллирован­
ной водой. Дистиллят необходимо слить и поместить во внутрен­
ний стакан-мешалку. Провод, идущий от ячейки, присоединить 
к разъему «ВСП» коллектора входов.
3. Рабочий электрод должен храниться в сухом состоянии. Перед 
работой его необходимо смочить дистиллятом и пришлифовать 
на фильтре так, чтобы внутренний электрод (см. с торца) блестел. 
Электрод подключается к разъему «РАБ» на коллекторе входов 
(включается последним).
4. Электрод сравнения должен находиться в насыщенном ра­
створе КС1 (заполняется им же) и должен быть закрыт резиновой 
пробкой. Шнур электрода с биркой нужно присоединить к разъе­
му «СРАВ», а шнур без бирки -  к разъему «Ъ> коллектора входов.
5. Подготовка графопостроителя:
-  установка бланка производится при зажатых кнопках «Бланк» 
и «Перо». Бланк необходимо установить так, чтобы его широкая 
белая полоса оказалась под роликами, а два светящихся светодио­
да оказались на одной полосе бланка. После установки бланка 
следует нажать на кнопки, расположенные с торцов красных кно­
пок, поднимающих ролики;
-  отжать кнопку «Бланк»;
-  установить перо так, чтобы его кончик находился на 1 мм 
выше плоскости бланка;
-  для установки точки, которая будет считаться нулем отсчета 
по оси X (У), необходимо зажать кнопку «Нуль» по соответствую­
щей оси и ручкой, находящейся слева от кнопки, установить ис­
комое место на бланке. Затем кнопку «НУЛЬ» необходимо отжать.
6. Для подготовки прибора «ИВА-3» необходимо правильно 
установить все органы управления прибором:
и т = 0;
Тт = 0;
UH 2 = 100 — потенциал накопления, что соответствует 1,00 В;
Т2 = 1 -  время накопления 1 мин;
UK = 0 -  конечный потенциал 0 В;
V = 5 -  х 50, что соответствует скорости развертки потен­
циала от U2 до UK 250 мВ/с.
Чувствительность -  1.
Ход работы
Р (зажатая кнопка) -  работа;
Д (отжатая кнопка) -  дифференциальное отображение резуль­
татов;
А (отжатая кнопка) -  анодная развертка; 
руч (отжатая кнопка) -  ручная работа.
На графопостроителе:
Вход ось X  > 50 Вход ось У < 50
Масштаб ось X  = 200 мВ/см Масштаб ось У = 5 мВ/см
Непосредственное измерение. В центральный стакан электро­
химической ячейки (ЭХЯ) наливают 9,5 мл раствора 2 М НС1 
и 0,2 мл раствора Hg(N03)2 концентрацией 1 г/л. Вспомогательные 
емкости ЭХЯ заполняют раствором 2 М НС1. После заполнения 
и подключения ячейки следует нажать кнопку «ПУСК».
Холостой опыт следует проводить для того, чтобы исключить 
содержание Си2+ в используемых реактивах.
При измерении растворов, содержащих Си, Pb, Cd, графопо­
строитель выдает следующую кривую. Пик А в районе развертки
при U = -0 ,2  В соответствует Си, пик В (при -0 ,4  В) -  РЬ, пик С 
(-0,6 В) -  Cd. Величина пика должна составлять не более 5 см. 
При большем размере раствор следует разбавить в кратное число 
раз и повторить анализ. Концентрацию меди в исходном растворе 
определяют методом стандартных добавок. Для этого после полу­
чения исходного сигнала от раствора к нему добавляют раствор 
меди известной концентрации, после чего повторно снимают по­
казания прибора.
При этом измеряют величину пика А (АС на графике) в сигна­
ле пробы Н\ и величину пика в сигнале проба + добавка / / 2. Кон­
центрацию меди рассчитывают по формуле
г  = — Л і —  ^8 ^8
T J  _  J J  у  ’
11 2 111 ѵячейки
где Cg -  концентрация добавки; Vg -  объем добавки; Кячейки -  объем 
раствора в ячейке.
Количество и концентрацию добавки определяют следующим 
образом:
Вспомогательная таблица 
для определения разбавления пробы и добавки
Диапазон измерения Си2+ Разбавление пробы Добавка, г/л Си2+
0,5-1,0 - 0,5 мл 1 • 10 5
1,0-5,0 - 0,2 мл 1 • 10 "*
5-10 - 0,5 мл 1 • 10 4
10-30 1-5 0,3 мл 1 • 10 4
Примечание. Перед заливкой в ячейку других растворов ее необходимо про­
мыть дистиллированной водой и ополоснуть фоновым электролитом. Графито­
вый электрод помимо полировки перед новыми блоками измерений на фильтре 
через каждые 6-8 блоков измерений необходимо пришлифовать на шкурке 00, а за­
тем на смоченном фильтре.
Представление результатов
Источник воды
Содержание ионов тяжелых металлов, мг/дм3
Медь Кадмий Торий
Работа 7*
Определение хрома в поверхностных водах
Цель работы : определить содержание хрома в поверхностных 
водах.
Методы работы . В работе используются спектрофотометр 
СФ-46, кюветы с толщиной слоя 1 см.
Реактивы:
1. Стандартные растворы бихромата калия, х. ч.:
-основной стандартный раствор 100мкг/л 0,0283 г К 2Сг20 7
растворяют в мерной колбе 100 мл в дистиллированной воде, до­
водят объем раствора до метки;
-  рабочий стандартный раствор -  1 мкг хрома/мл; 1 мл основ­
ного стандартного раствора разбавляют водой до метки в мерной 
колбе на 100 мл. Раствор готовят в день определения.
2. Раствор дифенилкарбазида, х. ч. 0,1 г дифенилкарбазида ра­
створяют в 50 мл этилового спирта, добавляют 20 мл раствора сер­
ной кислоты (1 : 9).
3. Фосфорная кислота концентрированная х. ч.
4. Раствор серной кислоты ч. д. а.
5. Раствор гидроокиси аммония, ч. д. а., 500 мл концентриро­
ванного 25 %-го раствора гидроксида аммония разбавляют дис­
тиллированной водой до 1 л.
6. Раствор перманганата калия, х. ч. 0,16 г реактива растворя­
ют в 25 мл дистиллированной воды.
7. Раствор сульфита натрия, х. ч. 0,13 г реактива растворяют 
в 10 мл дистиллированной воды. Необходимо использовать свеже­
приготовленный раствор.
Содержание работы . В поверхностные воды соединения хро­
ма (III) и (VI) попадают в результате выщелачивания их из горных 
пород (серпентинитов и других хромосодержащих материалов). 
Некоторые количества хрома поступают в воду в процессе разло­
жения организмов и растений из почв, сформировавшихся на обо­
гащенных хромом породах. Значительные количества хрома могут 
поступать в водоемы со сточными водами гальванических цехов 
машиностроительных, станкостроительных, автомобильных, авиа-
* е  Н. Н. Лопухова, 2005
ционных заводов, красильных цехов текстильных предприятий, 
кожевенных заводов и предприятий химической промышленно­
сти. Понижение концентрации ионов хрома может наблюдаться 
в результате процессов адсорбции и потребления их водными орга­
низмами, например сине-зелеными водорослями. В поверхностных 
водах соединения хрома находятся в растворенном и взвешенном 
состояниях, соотношение между которыми зависит от состава вод, 
температуры, pH. Взвешенные формы хрома содержатся на глинах, 
остатках растительных и животных организмов. В растворенной 
форме хром может находиться в виде хроматов или бихроматов.
При аэробных условиях хром в природных водах устойчив 
и может существовать продолжительное время. При анаэробных 
условиях он переходит в хром, соли которого в нейтральной и ще­
лочной средах гидролизуются с выделением гидроокиси. Комплек­
сообразующие неорганические и органические вещества, присутству­
ющие в природных водах, препятствуют гидролизу. В речных 
незагрязненных и слабозагрязненных водах содержание хрома 
колеблется от нескольких десятых микрограмма до нескольких 
микрограммов на 1 л. В загрязненных водоемах оно может дости­
гать нескольких десятков или даже сотен микрограммов на 1 л. 
Среднее содержание в морских водах -  0,05 мкг/л, в подземных 
водах -  обычно в пределах п-п • 102 мкг/л.
Соединения хрома (VI) и хрома (III) в повышенных количествах 
обладают канцерогенными свойствами. Содержание их в водое­
мах не должно превышать предельно допустимую концентрацию: 
для хрома (VI) -  0,1 мг/л, для хрома (III) -  0,5 мг/л.
Метод предназначен для анализа поверхностных вод и позво­
ляет определять от 1 до 200 мкг хрома/л. Если содержание хрома 
меньше 1 мкг/л, то пробу необходимо концентрировать упарива­
нием. Метод основан на взаимодействии хрома (VI) в слабокис­
лом растворе с дифенилкарбазидом с образованием растворимого 
красно-фиолетового комплексного соединения. Хром (VI) пред­
варительно восстанавливают сернистой кислотой для сведения 
к минимуму потерь хрома в процессе дальнейшего окисления пер­
манганатом калия при кипячении пробы, так как хром (III) менее 
летуч. Оптическую плотность раствора измеряют при X = 540 нм.
Минимальное определяемое количество -  1 мкг хрома (VI) в 1 л. 
Относительное стандартное отклонение при концентрациях от 1 
до 100 мкг хрома (VI) составляет 4 %, при 200 мкг хрома (VI) 
в 1 л -  2 % (п = 27). Продолжительность определения единичной 
пробы 50 мин. Серия из десяти проб определяется за 2 ч. Опреде­
лению мешают ионы ртути при маловероятных для поверхност­
ных вод концентрациях свыше 200 мкг/л. С дифенилкарбазидом 
вступают в реакцию и окрашивают раствор ванадий (VI) и молиб­
ден (VI). Их влиянием при концентрациях, характерных для боль­
шинства природных вод, можно пренебречь. Мешает определению 
железо (III), образующее с дифенилкарбазидом соединения, окра­
шивающие анализируемый раствор в желто-бурый цвет. Для его 
устранения в раствор добавляют фосфорную кислоту.
Ход работы
Отбор, предварительная обработка, хранение проб. Пробы от­
бирают в полиэтиленовые емкости, фильтруют через мембранный 
фильтр 0,45 мк для отделения взвешенных веществ и добавляют 
1 мл концентрированной серной кислоты на 1 л пробы; 40 мл ис­
следуемой пробы помещают в коническую колбу на 100 мл, до­
бавляют 2 мл серной кислоты (1 : 1), 1 мл раствора сульфита на­
трия и оставляют на 10 мин, нагревают колбу до выделения паров 
и снова выдерживают 10 мин.
В восстановительную пробу добавляют по каплям раствор пер­
манганата калия до появления легкой розовой окраски, кипятят 
раствор 10 мин. Охлажденный раствор помещают в мерную колбу 
на 50 мл, нейтрализуют раствором гидроксида аммония ( 1 : 1) 
по универсальной индикаторной бумаге, доводят объем до метки 
50 мл дистиллированной водой. Приливают 0,15 мл раствора фос­
форной кислоты, перемешивают, добавляют 2,5 мл раствора ди- 
фенилкарбазида, перемешивают. Через 15 мин измеряют оптичес­
кую плотность раствора на спектрофотометре, X = 540 нм.
Содержание хрома (в мкг) находят по калибровочному гра­
фику.
Построение калибровочного графика. В мерные колбы вмести­
мостью 50 мл приливают рабочий стандартный раствор хрома (III) 
в количествах 0; 0,05; 0,1; 5; 10 мл и доводят объем до метки ди­
стиллированной водой. Концентрации этих растворов соответствен­
но равны 0; 1; 2; 100; 200 мкг хрома/л. Производят определения, 
как описано выше. Оптическую плотность растворов измеряют 
против дистиллированной воды. Строят калибровочную кривую, 
откладывая на оси абсцисс концентрацию хрома (VI) в мкг/л, 
на оси ординат -  оптическую плотность.
Рассчитывают суммарное содержание хрома Сх (в мкг/л) по фор­
муле
С = Сѵ-'п>
где С -  концентрация хрома, найденная по калибровочной кри­
вой, мкг хрома/л; п -  степень разбавления исходной пробы воды 
(в случае если взято 40 мл и разбавлено до 50 мл, п = 1,25).
Представление результатов. Определенное количество хро­
ма в пробах воды.
Контрольные вопросы
1. В чем суть изменения пигментного комплекса хлоропластов при 
действии поллютантов на растения?
2. Охарактеризуйте основные растворители, используемые для вы­
деления пигментов.
3. Какова последовательность процедуры выделения пигментов и ос­
новные условия выделения пигментов из растений?
4. Назовите основные принципы измерения пигментного экстракта 
на СФ-46.
5. Каковы принципы расчета содержания пигментов на площадь ли­
ста, на 1 г сухого веса?
6. В чем суть определения N 0 3~ в растительном материале потенцио­
метрическим методом с использованием селективного электрода?
7. Как осуществляются подготовка растительного материала или воды 
для определения нитратов и выделение N 03"?
8. Каковы основные факторы, влияющие на содержание кислорода 
в воде и последствия изменения концентрации 0 2 в водной среде?
9. Назовите основные принципы определения кислорода химичес­
ким методом.
10. К аковы  п оследовательн ость  анализа кислорода и расчет содерж а­
ния 0 2?
11. Назовите методы быстрого тестирования растений на загрязне­
ние среды.
12. Перечислите принципы тест-метода, основанного на окрашива­
нии сафранином растений, содержащих тяжелые металлы.
13. Как определяют степень повреждения клеток ионами Me при ис­
пользовании окрашивания сафранином?
14. Каков принцип работы газоанализатора «Палладий», используе­
мый для определения СО?
15. Опишите последовательность определения СО с помощью при­
бора «Палладий». Как произвести расчет содержания СО в воздухе?
16. Назовите принципы вольтамперометрического метода измерения 
тяжелых металлов.
17. Как осуществляется подготовка образца растительного материа­
ла для определения Си вольтамперометрическим методом?
18. Как производится расчет содержания тяжелых металлов при ис­
пользовании вольтамперометрического метода?
19. Охарактеризуйте основные защитные механизмы растений от дей­
ствия тяжелых металлов. Образование SH-белков как защитная реакция.
20. Назовите основные принципы определения SH-белков с исполь­
зованием реактива Элмана. Как готовится растительный материал?
21. Опишите последовательность выделения белков из растительной 
ткани.
22. Как определяются SH-группы в белках? Каким образом рассчи­
тывается содержание SH-групп по калибровочной кривой?
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3.4. МЕТОДЫ РАДИОЭКОЛОГИЧЕСКОГО КОНТРОЛЯ*
Естественный радиационный фон существовал и существует 
на планете везде и всегда. Его основные источники -  космичес­
кие лучи и излучения естественных радиоизотопов Земли. Косми­
ческие излучения формируются в недрах Галактики при взрывах 
новых и сверхновых звезд, генерируются «черными дырами», вхо­
дят в состав солнечного излучения. Радионуклиды (радиоизото­
пы) -  это элементы, ядра которых самопроизвольно распадаются, 
превращаясь в ядра дочерних элементов и испуская ионизирую­
щие излучения. Физическая природа излучений различна (альфа- 
лучи -  это ядра атомов гелия, бета-лучи -  поток электронов или 
позитронов, гамма-лучи -  электромагнитное излучение с очень 
малой длиной волны), но их объединяет во-первых, происхожде­
ние (все они -  результат радиоактивного распада); во-вторых, про­
ходя через любое вещество, они вызывают в нем ионизацию, воз­
буждение и сверхвозбуждение атомов и молекул.
Очень важны для радиоэкологии две задачи -  оценить количе­
ство радионуклидов (радиоактивность) и измерить мощность дозы 
ионизирующего излучения, которое возникает при их распаде. 
Существуют единицы измерения радиоактивности и дозы иони­
зирующего излучения.
Единицы измерения радиоактивности и доз
Измеряемая величина Внесистемнаяединица Система СИ Связь между единицами
Радиоактивность Кюри (Ки) Бскксрсль (Бк) = 1 расп/с 1 Ки = 3,7 • 10'° Бк 
1 Бк = 2,7 • 10-" Ки
Экспозиционная доза Рентген (Р) Кулон/кг 1 Р = 2,58 • 10-4 Кл/кг 
I Кл/кг = 3,88 • 103 Р
Поглощенная доза Рад (рад) Грей (Гр) 1 Гр = 100 рад
Эквивалентная доза Бэр (бэр) Зивсрт (Зв) =  Гр/Ко6,* 1 Зв = 100 бэр
*К<>бэ “  коэффициент относительной биологической эффективности; показы­
вает, во сколько раз излучение разных типов более эффективно (опасно) по срав­
нению с гамма-лучами. Для бета-лучей и позитронов Кобэ = 1, для протонов и бы­
стрых нейтронов -  10, а для альфа-лучей -  20.
* © В. Н. Позолотина, 2005
Работа 1
Методы регистрации ионизирующих излучений
Цель работы: ознакомиться с методами и приборами регистра­
ции ионизирующих излучений и количественного определения 
радионуклидов. Определить единицы измерения количества радио­
нуклидов и дозы излучений (внесистемные и в системе СИ), из­
мерить мощность экспозиционной дозы*. Провести пешеходную 
гамма-съемку с помощью дозиметров СРП-68 и ДРГ-01Т1, исполь­
зуя карту-схему местности. Сравнить показания разных приборов.
Содержание работы. Современные методы измерения радио­
активности основаны на анализе спектров испускаемых радионук­
лидами излучений. Методы делят на ионизационные и сцинтилля- 
ционные. Первые фиксируют ионизации атомов и молекул вещества 
при взаимодействии его с ионизирующими излучениями, вторые -  
возникновение в детекторе при прохождении излучения вспышек 
света (сцинтилляций). Последнее поколение спектрометров имеет 
полупроводниковые детекторы. Каждому радионуклиду, испус­
кающему гамма-кванты, присущ особый спектр с максимумами 
в определенных энергетических интервалах.
Анализируя энергетические спектры, можно выделить опре­
деленный элемент из смеси других радионуклидов и оценить его 
активность. Примером такого спектрометрического прибора может 
служить комплекс ППД «Прогресс-гамма». Не все радионуклиды 
можно количественно анализировать на этом приборе, только гам­
ма-излучающие элементы, причем для многих гамма-излучателей 
спектры перекрываются. В этих случаях проводят перед спектро­
метрией химическую очистку проб от примесей. Для альфа- и бета- 
излучателей существуют другие спектрометрические приборы.
В полевых условиях, как правило, не ставится задача качествен­
ного и количественного определения радионуклидов, важнее про­
сто оценить внешний гамма-фон или мощность экспозиционной 
дозы. Для этого служат портативные приборы -  дозиметры.
* Работы проводятся с помощью сотрудников лаборатории радиоэкологии, 
допущенных к работам с радиоактивными материалами.
Дозиметр ДРГ-01Т -  малогабаритный, моноблочный прибор, 
предназначен для измерения мощности экспозиционной дозы 
(МЭД) как от естественных, так и от искусственных радионукли­
дов. Применяется работниками службы радиационной безопас­
ности и позволяет работать при температуре -10...+40 °С, при от­
носительной влажности до 90 %. Дозиметр работает от батарейки 
«Корунд». Измерение дозы осуществляется с помощью газоразряд­
ных счетчиков. Под воздействием гамма-квантов в них генерируют­
ся импульсы тока, которые преобразуются в импульсы напряжения, 
а затем пересчитываются в единицы мощности дозы (мкР/ч или 
Р/ч). Информация накапливается в течение 20 с и поступает на жид­
кокристаллический индикатор. Управление прибором осуществля­
ется с помощью переключателей «Режим работы», «Диапазон из­
мерений» и кнопки «Сброс». Цифровое табло при необходимости 
может подсвечиваться.
Поисковый прибор СРП-68-01 -  предназначен для измере­
ния МЭД и обнаружения естественных радиоактивных веществ. 
Прибор состоит из переносного пульта и блока детектирования, 
соединенных кабелем. Работает от батареек. Принцип работы осно­
ван на регистрации импульсов света, возникающих в сцинтилляци- 
онном монокристалле йодистого натрия, активированного таллием 
при попадании гамма-квантов. Сигнал преобразуется в импульсы 
напряжения, усиливается и подается на пульт управления. Изме­
рение ведется непрерывно, может преобразовываться в звуковой 
сигнал, который оператор слышит через наушники.
Ход работы
1. Проверить готовность приборов к работе. При необходимо­
сти заменить батарейки. Установить нужный режим работы -  «Из- 
мер.» и диапазон измерений -  «мкР/ч».
2. Подготовить таблицу, в которую будут заноситься результа­
ты измерений.
Мощность экспозиционной дозы, 
измеренная с помощью разных дозиметрических приборов, мкР/ч
Место измерения № ДРГ-ОІтІ СРП-68-01
1
2
3
4
5
3. Проработать по карте-схеме маршрут пешеходной гамма- 
съемки с указанием точек, в которых необходимо сделать замеры. 
При выборе точек замеров обращать внимание на наличие ям, тран­
шей, мусорных куч, глубоких сугробов снега.
4. Сделать замеры МЭД в деревянном доме (не менее пяти из­
мерений на точку каждым прибором) двумя типами дозиметров. 
Результаты заносятся в подготовленную заранее таблицу.
5. Измерить МЭД на открытой местности в 5-7 точках, нанесен­
ных на карту-схему (по пять повторностей в каждой точке). Блок 
детектирования держать на высоте 20 см от поверхности земли.
6. Сделать замеры МЭД в доме из железобетонных плит. Про­
вести статистическую обработку полученных данных. Сравнить 
достоверность различий данных, полученных с помощью разных 
приборов. Выявить варьирование естественного радиационного 
фона в зависимости от типа строения и особенностей местности.
Представление результатов. Оценка колебания естественного 
радиационного фона и уровня гамма-фона в помещениях и на от­
крытом пространстве. Оценка экранирующей роли снежного по­
крова.
Работа 2
Биологическое действие больших доз радиации
Цель работы: освоить методику культивирования облученных 
и необлученных семян одуванчика в рулонной культуре, приме­
няя метод корневого прироста, проанализировать аномалии в раз­
витии проростков в зависимости от дозы облучения. Провести 
цитогенетическое исследование хромосомных аберраций, возни­
кающих в меристематических клетках растений после облучения.
Содержание работы . Действие радиации на живые клетки 
было изучено еще в начале XX столетия, тогда же было сформу­
лировано важнейшее эмпирическое правило Бергонье и Трибон- 
до, которое гласит, что «радиация тем сильнее повреждает живые 
клетки, чем интенсивнее они делятся и чем менее дифференциро- 
ванны». Дальнейшие исследования выявили механизмы, ведущие 
к гибели клеток: а) гибель в процессе деления (для делящихся кле­
ток), б) интерфазная гибель и в) апоптоз. Целостный растительный
организм состоит из разных органов и тканей. Наиболее чувстви­
тельны к облучению меристематические ткани, именно они опре­
деляют судьбу облученного организма. В ходе выполнения работы 
студенты могут наблюдать поражение корневой и апикальной ме­
ристемы у проростков, появление радиоморфозов разных органов, 
пострадиационное восстановление, повреждение хромосом.
Материал для этой лабораторной работы готовится заранее. 
За две недели до основного занятия семена одуванчика (или дру­
гого растения) облучаются на источнике гамма-квантов 60Со типа 
«Исследователь» в дозах 100, 200, 300, 400 Гр. Эту работу выпол­
няют сотрудники лаборатории, имеющие допуск для работ на гам­
ма-установках.
Облученные и необлученные семена (четыре повторности 
на вариант) студенты высевают на длинные увлажненные полос­
ки фильтровальной бумаги (ширина полос 5, длина 70 см), сверху 
закрывают полосками кальки и сворачивают в рулон. Рулоны опус­
кают одним концом в сосуд с дистиллированной водой (50 мл), 
уровень воды сотрудники лаборатории должны поддерживать по­
стоянным во время эксперимента. Культивировать при температу­
ре около 24 °С и искусственном освещении.
Через две недели студентам предлагается разобрать лаборатор­
ный опыт, занося результаты в подготовленную заранее таблицу 
(см. образец). Оценивается длина корней, отмечаются некрозы 
меристематических зон, радиоморфозы гипокотилей, настоящих 
и семядольных листьев, нарушения гео- и гелиотропизма. Прово­
дится статистическая обработка данных.
Вариант №
Длина
корня,
мм
Некроз Изменение
цвета
Изменение
формы
Нарушения
гео/гслиотро-
пизма
Другие
нарушения
1
2
Цитогенетические исследования меристематических зон в ко­
решках облученных растений. Проводятся с использованием ме­
тода временных давленых препаратов. Семена растений (гороха) 
облучаются на гамма-установке «Исследователь» заранее в дозе
25 Гр сотрудниками лаборатории, имеющими допуск к работе на- 
гамма-установках и опыт работ с цитологическим материалом. 
Через 35 ч проращивания корешки фиксируют в модифицирован­
ной смеси Карнуа и хранят в спирте. В день проведения лабора­
торного занятия корешки помещают в краситель (асетоорсеин с 
добавлением соляной кислоты для лучшей мацерации тканей).
Ход работы
1. Вынуть пинцетом корешок из красителя, отделить скальпелем 
его апикальную часть и положить на предметное стекло в каплю 
уксусной кислоты.
2. Накрыть препарат покровным стеклом и, легонько постуки­
вая карандашом, равномерно распределить клетки в виде моно­
слоя.
3. Исследовать препарат под микроскопом сначала при малом 
увеличении для обнаружения зоны деления клеток. Подсчитать 
митотический индекс. Для этого считают все клетки на препарате 
подряд, выделяя среди них делящиеся. Сверяясь со схемой, опреде­
ляют фазу митоза (профаза, метафаза, анафаза, телофаза). Получен­
ные данные заносят в протокол просмотра препарата.
4. Далее смотрят препарат с иммерсией на большом увеличе­
нии (объектив *90), анализируя только анафазы и ранние телофа- 
зы. Каждую из этих клеток изучают детально с целью выявления 
хромосомных нарушений (мостов или фрагментов). Результаты 
заносят в протокол.
Представление результатов. Рассчитанный митотический 
индекс (число делящихся на 1 ООО проанализированных клеток, 
в промиллях). Рисунок основных фаз митоза и обнаруженные хро­
мосомные аберрации в клетках корешков облученных растений.
Контрольные вопросы
1. Что такое радиоактивность, в каких единицах она измеряется?
2. Сформулируйте основной закон радиоактивного распада.
3. Что такое ионизация и ионизирующие излучения? Дайте краткую 
характеристику основных видов ионизирующего излучения.
4. В чем отличия экспозиционной, поглощенной и эффективной дозы?
5. В каких единицах измеряются дозы ионизирующих излучений?
6. Перечислите составляющие естественного радиационного фона 
Земли.
7. В чем различия реакций на облучение делящихся клеток и интер­
фазных?
8. Сформулируйте эмпирическое правило Бергонье и Трибондо.
9. Какие механизмы лежат в основе гибели клеток в процессе де­
ления?
10. Что такое интерфазная гибель клеток, при каких дозах она прояв­
ляется?
11. Каковы различия радиочувствительности разных живых организмов?
12. Какие ткани и органы в целостном организме наиболее чувстви­
тельны к облучению?
13. В чем сходство и в чем различия реакции на облучение животно­
го и растительного организма?
Список рекомендуемой литературы
Гродзинский Д. М. Радиобиология растений. Киев, 1989.
Гудков И. Н. Клеточные механизмы пострадиационного восстановле­
ния растений. Киев, 1985.
Захаров В. М. Здоровье среды: концепция. М., 2000.
Позолотина В. Н. Отдаленные последствия действия радиации на ра­
стения. Екатеринбург, 2003.
Радиационная обстановка на территории России и сопредельных го­
сударств: Ежегодник / Под ред. К. П. Махонько. СПб., 2003.
Старков В. Д . Мигу нов В. И. Радиационная экология. Тюмень, 2003.
3.5. МЕТОДЫ ОЦЕНКИ АНТРОПОГЕННЫХ 
ИЗМЕНЕНИЙ РАСТИТЕЛЬНЫХ СООБЩЕСТВ*
Растительный покров можно использовать для оценки окру­
жающей среды и уровня антропогенной нагрузки, загрязнения ат­
мосферы, гидросферы и почв. В качестве индикаторов воздействия 
могут выступать как признаки отдельных растений, так и призна­
ки растительных сообществ в целом. Растительные сообщества, 
образующие растительность, тесно связаны разнообразными свя­
* © Т. А. Радченко, 2005
зями с внешней средой, что отражается прежде всего на их фло­
ристическом составе. Нарушения в разнообразии видов (видовом 
составе) приводят к нарушениям и в структуре сообществ.
Работа 1
Использование флористического состава 
для оценки состояния сообществ и характеристики 
степени нарушенности условий местообитания
Цель работы : определить уровень флористического богатства 
(покрытосеменные растения) и степень нарушенности сообществ, 
используя геоботанические описания нарушенного и контрольно­
го участков. Дать оценку условий местообитания по уровню бо­
гатства почвы и степени пастбищной нагрузки, используя флори­
стический состав и обилие видов в сообществе.
Содержание работы . С выявления видового разнообразия 
и сравнения по видовому составу разных сообществ начинается 
изучение любого растительного сообщества и растительного по­
крова в целом. Полный флористический список должен включать 
не только семенные растения, но и все споровые; учитывать и взрос­
лые растения, и всходы, как вегетирующие растения, так и покоя­
щиеся, находящиеся в виде луковиц, корневищ и семян в почве. 
Однако из-за сложности методов определения многих групп спо­
ровых растений и грибов, участвующих в сложении сообществ, 
при использовании состава ограничиваются преимущественно 
высшими растениями и лишайниками.
Количество видов сосудистых растений, входящих в состав 
фитоценозов, сильно варьирует. Чем благоприятнее условия, тем 
больше видов может включать сообщество. При оценке разнооб­
разия сообществ используют такие показатели, как видовое бо­
гатство и видовая насыщенность, а также выравненность. Флори­
стическое (видовое) богатство -  это количество видов, входящих 
в состав данного сообщества (или данной ассоциации). В сообще­
ствах, находящихся в условиях стресса, видовое разнообразие 
уменьшается. Видовой насыщенностью называют количество ви­
дов на единицу площади -  обычно на 100 или на 1 м2. Выравнен-
ность -  равномерность распределения видов по обилию в сооб­
ществе. Выравненность максимальна, если все виды в сообществе 
имеют равное обилие. В растительном сообществе такая ситуа­
ция крайне редка.
Наименьшая площадь учета, на которой встречаются почти все 
виды сообщества, называется площадью выявления флористичес­
кого богатства или «минимальным ареалом». Площадь выявления 
флористического богатства можно определить так же, как наимень­
шую площадь, на которой видовая насыщенность становится рав­
ной флористическому богатству фитоценоза. Кроме показателей 
видового разнообразия важным параметром является количествен­
ное участие отдельных видов в составе сообществ. Оценки учас­
тия видов (значимости) могут быть проведены по проективному 
покрытию, встречаемости, фитомассе и выражаться в баллах, про­
центах и показателях массы.
Один из путей количественной оценки изменений раститель­
ных сообществ состоит в вычислении индексов разнообразия, яв­
ляющихся функцией только видовой структуры. Идея введения 
индекса состоит в том, чтобы охарактеризовать существенно много­
компонентную величину -  видовую структуру сообщества -  одним 
числом для того, чтобы иметь возможность сравнивать эти вели­
чины между собой (Левич, 1980).
Возможность оценки степени антропогенной деградации сооб­
ществ по индексу синантропизации обоснована в работах П. JI. Гор- 
чаковского (1999) для лугов. Можно учитывать долю участия синан- 
тропных видов в процентах от общего видового состава или по доле 
надземной фитомассы, образованной синантропными растениями 
в процентах к ее общему запасу.
При фитоиндикации условий среды из признаков раститель­
ных сообществ используется экологический состав -  соотношение 
экологических групп и экологическое своеобразие видов по отно­
шению к разным факторам. Для каждого вида растений характе­
рен определенный диапазон значений экологических факторов-  
экологическая амплитуда, при которых возможно его существо­
вание. Существуют эвритопные (имеющие широкую амплитуду)
и стенотопные виды. Использование индикаторных экологических 
шкал является одним из методов фитоиндикации. Существуют 
разные шкалы. Под руководством JI. Г. Раменского были разрабо­
таны для кормовых угодий экологические шкалы для ведущих 
факторов среды: увлажнения, богатства и засоленности почвы, 
пастбищной дигрессии, переменности увлажнения и аллювиаль­
ное™. Шкалы приведены в экологических таблицах. Экологичес­
кие таблицы представляют собой алфавитный список растений 
с указанием амплитуды ступеней шкалы, «в пределах которой дан­
ное растение может встречаться в определенном обилии в при­
родных травостоях» (Раменский и др., 1956). Шкала богатства и за­
соленное™ почвы состоит из 30 ступеней, пастбищной дигрессии -  
из 10 ступеней, отражающих величину пастбищной нагрузки.
Методика оценки условий местообитания по таблицам за­
ключается в определении ступени, характерной для большинства 
видов изучаемого сообщества. Во флористическом списке геобо- 
танического описания против каждого вида растения проставля­
ются (из таблиц) ограничительные ступени фактора соответственно 
обилию данного вида (т, с, п, г, s). По шкале проективных оби­
лий т -  массовое, более 8 %; с -  обильное, 2,5-8 %; п -  умерен­
ное, 0,3-2,5 %; г -  малое; s -  единичное, 0,1- 0,2 %.
Из цифр ограничительных ступеней записывают сопряженно 
вариационные ряды следующим образом: из групп ступеней «от» 
составляют вариационный ряд чисел в убывающем порядке (от наи­
большего номера ступени к наименьшему), из групп ступеней 
«до» -  в возрастающем порядке (от наименьшего номера к наи­
большему). Далее определяют сумму каждой сопряженной пары 
ступеней и находят ту пару, на которой ряд «от» и «до» наиболее 
сближены по величине. Средняя из их суммы является искомой 
ступенью фактора.
Для лесных сообществ используются шкалы Д. Н. Цыганова 
(1983). Им разработаны 10 шкал.
Использование флористического состава сообществ в целях 
фитоиндикации предполагает наличие качественных геоботаничес- 
ких описаний и знание видов растений. Поэтому навыки опреде­
ления растений в поле и в камеральных условиях обязательны.
Представление результатов
1. Определенный уровень синантропизации растительного со­
общества.
2. Определенные по экологическим шкалам JL Г. Раменского 
ступени богатства почвы и пастбищной дигрессии для местооби­
тания данного сообщества.
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3.6. КОМПЛЕКСНАЯ ОЦЕНКА
СОСТОЯНИЯ ДРЕВОСТОЕВ В ЗОНАХ ДЕЙСТВИЯ 
АТМОСФЕРНЫХ ПРОМЫШЛЕННЫХ ЗАГРЯЗНЕНИЙ*
Одной из важнейших задач в решении проблем сохранения 
и защиты лесов является объективная оценка состояния древосто- 
ев, расположенных на территориях, примыкающих к промышлен­
ным центрам. Оценка ущерба, наносимого аэропромышленными 
загрязнениями, определение размеров компенсации за ущерб, на­
правленность и характер мероприятий по повышению устойчи­
вости лесных насаждений должны базироваться на точной и объек­
тивной информации о состоянии древостоев. Одним из наиболее
* © С. А. Шавнин, 2005
перспективных подходов к решению данной проблемы является 
совместное (комплексное) использование ростовых, таксационных 
и физиологических характеристик древостоев (рисунок). Посколь­
ку начиная с XIX в. вокруг развивающихся промышленных цент­
ров Урала создавались в основном культуры сосны, данная поро­
да использована в качестве объекта оценки состояния.
Работа 1
Морфофизиологическая оценка состояния 
сосновых древостоев
Цель работы: проведение оценки состояния искусственных 
молодняков сосны, произрастающих в условиях атмосферных за­
грязнений. Используя математическую модель, необходимо рас­
считать отдельно по каждому параметру для каждой пробной пло­
щади показатели состояния древостоев, затем для каждой пробной 
площади провести расчет обобщенного показателя состояния.
Содержание работы . В основу морфофизиологической оцен­
ки состояния древостоев положен метод оценки по комплексу 
морфометрических (ростовых и таксационных) и физиологических 
параметров. Морфометрические характеристики -  диаметр, высота, 
прирост за 5 лет по диаметру, прирост за 5 лет по высоте. Физио­
логические характеристики -  содержание хлорофилла «а» в хвое, 
квантовая эффективность фотосинтеза. В работе используются 
данные, полученные при обследовании пробных площадей (ПП).
В качестве примера предлагается провести оценку состояния 
сосновых молодняков на территории, прилегающей к Первоураль- 
ско-Ревдинскому промышленному узлу. Для расчетов используются 
характеристики древостоев на 78 пробных площадях. При заклад­
ке пробных площадей (ПП) руководствуются следующими огра­
ничениями: по составу это должны быть чистые или смешанные 
сосновые древостой с долевым участием сосны не менее 5 еди­
ниц, возраст древостоев 20-40 лет, удаленность от автомобильных 
и железных дорог не менее 100 м. Для всех ПП определяют экс­
позицию, крутизну и часть склона. ПП ограничивают в натуре с по­
мощью угломерных инструментов визирами, а по углам закрепля­
ют столбами.
Каждая ПГІ имеет, как правило, не менее 300 деревьев пре­
обладающей породы. На всех ПП выделяют и маркируют груп­
пу из 40 деревьев с диаметрами, наиболее близкими к среднему 
У деревьев этой группы определяют радиальные приросты за по­
следние 5 лет путем взятия кернов древесины приростным бура­
вом. У трех модельных деревьев определяют высоты и проросты 
по высоте за этот же период. Для учета возрастной неоднородно­
сти исследуемых древостоев на всех ПП величины диаметров и вы­
сот приводят к 30 годам. Для этого к значениям диаметров и вы­
сот прибавляют или вычитают приросты за соответствующие 
периоды.
В качестве физиологических характеристик используются при­
знаки фотосинтетического аппарата хвои сосны, т. е. содержание 
в ней пигментов и квантовую эффективность (КЭ) второй фотоси­
стемы, или КПД фотосинтеза на уровне первичного преобразова­
ния световой энергии.
На каждой пробной площади у 10-15 деревьев из средней ча­
сти кроны южной экспозиции срезают побеги второго года. В ла­
бораторных условиях определяется содержание хлорофилла «а» 
в хвое путем его экстрагирования 80 %-ным раствором ацетона 
с последующим определением оптической плотности экстракта 
и расчетом концентрации пигмента по формуле Вернона. Флуо­
ресцентный параметр КЭ определяют при помощи портативного 
импульсного флуориметра РАМ-2000. Поскольку физиологические 
характеристики по сравнению с морфометрическими изменяются 
достаточно быстро, измерения этих величин необходимо произво­
дить неоднократно. Для учета сезонных изменений через каждые 
две недели производят повторные измерения физиологических 
характеристик на контрольной пробной площади.
При комплексной оценке древостоев используют математичес­
кую модель, разработанную на основе функции желательности 
Харрингтона. В основе модели лежит способ преобразования на­
туральных значений частных признаков (диаметров, высот, при­
ростов и т. д.) в шкалу кодированных значений с последующим 
переводом в шкалу безразмерных величин или показателей состо­
яние (ПС) по формуле
d  = 100 • exp [-exp(-y,')], ( 1)
где d -  показатель состояния;у ' -  кодированное значение измеря- 
емой характеристики.
Преобразование натуральных (измеренных) значений откликов 
(Уі) в кодированные (у/) производят по следующей линейной фор­
муле:
У і = А 0 + А { • у h (2)
где у ' -  значение признака на і-й пробной площади.
Для нахождения коэффициентов А0 и А\ используют способ 
задания базовых точек. Значению признака на контрольной проб­
ной площади присваивают кодированное значение ук = 0,75, что 
соответствует значению dh равному 62 баллам. В качестве второй 
характеристической точки выступает «худшее» натуральное зна­
чение признака. На шкале у {  этой величине присваивают кодиро­
ванное значение у /  = -1,1, что соответствует 5 баллам на шкале 
показателей состояния.
Таким образом, коэффициенты А0 и Ах в формуле (2) находят 
по следующим формулам:
Л \ = 1,85 / (ук-  ух), (3)
Ао = 0,75 — А \ ш y h (4)
где Уі -  натуральное значение характеристики на і-й пробной пло­
щади; у к -  натуральное значение характеристики на контрольной 
ПП; ух -  натуральное значение характеристики на «худшей» ПП.
Для элемента системы, например, дерева в древостое или дре­
востоя в лесной экосистеме, состояние которой описано количе­
ством п признаков, оценка состояния лимитируется характеристи­
кой, имеющей минимальную величину показателей состояния.
В связи с этим при обобщении показателей состояния исполь­
зуют не среднее арифметическое, а среднее геометрическое зна­
чение, так как для последнего характерна более высокая «чувстви­
тельность» к малым значениям усредняемых величин:
D = "4dm d m . . , d w . (5)
где D -  обобщенный показатель состояния (ОПС); ^ ... d -  зна­
чения показателей состояния по отдельным параметрам; п -  коли­
чество параметров.
Расчет ОПС по морфометрическим характеристикам произво­
дят на основе величин показателей состояния по ростовым пара­
метрам, а ОПС по физиологическим характеристикам -  на основе 
показателей состояния по физиологическим параметрам. Расчет 
показателей состояния по физиологическим характеристикам про­
водят отдельно по каждому периоду, в пределах которого сезон­
ные изменения измеряемых параметров являются незначительны­
ми. На основе морфометрических и физиологических показателей 
состояния рассчитывают комплексный ОПС.
Для качественного определения состояния древостоев исполь­
зуют интервалы величин ОПС. Если величины ОПС имеют зна­
чения 25 баллов или ниже, то состояние оценивают как очень 
плохое, 26-35 -  плохое, 36-45 -  удовлетворительное и свыше 45 -  
хорошее.
Приведем пример расчета ПС и ОПС.
Имеется набор морфометрических и физиологических пара­
метров древостоев на девяти пробных площадях. Ниже приведен 
расчет ПС древостоев по одной характеристике -  содержанию 
хлорофилла «а» в хвое (табл. 1).
T а б л и ц а  1
Содержание хлорофилла «а» в хвое сосны 
на пробных площадях по периодам времени
Номер ПП 11 23 31 40 10 15 27 38 49 10
Содержание хлоро­
филла «а», мг/г
2,140 2,946 2,056 2,505 2,332 1,991 2,040 2,099 2,356 2,081
Период времени, 
отн. ед.
I I I I I П II II П II
ПП 1 0 -  контрольная (ук), на ней измерения суммарного со­
держания хлорофилла «а» проводились дважды в связи с сезон­
ными изменениями данной характеристики. Необходимо в преде­
лах каждого периода времени отдельно найти минимальные 
значения рассчитываемой характеристики (ух).
Для первого периода
ук = 2,332 мг/г; ух = 2,056 мг/г.
Далее рассчитываются коэффициенты А\ и А0:
У и 
Угъ 
Уъ\ 
Уао 
У\о
Узг' — А0 + Ах ' у38 — 1,120 
у49' = А0 + А\ • 749 = 6,403 
: А0 + Ах - Ую = 0,750/_
А х = 1,85 / (ук- у х) = 1,85 / (2,332 -  2,056) = 6,703;
А0 = 0,75 -  Ах • = 0,75 -  6,703 • 2,332 = -14,881.
Натуральные значения (у,) преобразуются сначала в кодиро­
ванные (у/), а затем в баллы состояния (dt):
= Л0 + Л1 - уц = -0,537; d = 100 • exp (-exp (-уц)) = 18 баллов;
= А0 + • y 23 = 4,866; d=  100 • exp (-exp (-У23)) = 99 баллов;
= A0 + • y31 = -1,100; d = 100 • exp (-exp (-y31)) = 5 баллов;
= A0 + A i • y40 = 1,910; 100 • exp (-exp (-У40)) = 86 баллов;
= Л0 + A1 • у 10 = -0,792; d=  100 • exp (-exp (-ую)) = 62 балла.
Для второго периода 
у к = 2,081 мг/г; ух = 1,991 мг/г,
А х= 1,85 / (у/с-  Ух) = 1,85/(2,081 -  1,991) = 20,566;
Л0 = 0,75 -  Aj • Уі = 0,75 -  20,566 • 2,081 = -42,026.
у 15' = Aq + А\ • У15 = -1,100; d = 100 • exp (-exp (-У15)) = 5 баллов;
У и ' = + Al - у 27 = -0,093; d = 100 • exp (-exp (-У27))= 33 балла;
d= 100 • exp (-exp (~Ум) ) = 72 балла;
d=  100 • exp (-exp (-У49)) = 100 баллов;
d = 100 • exp (-exp (-ую)) = 62 балла.
Аналогично производят расчет ПС по другим параметрам. В ре­
зультате вычислений каждая пробная площадь характеризуется 
рядом показателей состояния в баллах: 100; 26; 12; 21; 37; 40; ОПС 
древостоев (D) для данной пробной площади равен 31 баллу.
В ходе работы производится расчет ПС и ОПС древостоев 
на основании проведенных в примере данных. На основе величин 
морфометрических и физиологических характеристик древостоев, 
представленных в табл. 3 и 4, рассчитываются показатели состоя­
ния по отдельным параметрам. Расчет производится в два этапа.
1-й э т а п :  расчет ПС по отдельно взятой характеристике для 
78 ПП.
Для выполнения работы необходимо рассчитать все характе­
ристики, приведенные в табл. 3 и 4: «Диаметр, см»; «Высота, м»; 
«Прирост за 5 лет по высоте, м»; «Прирост за 5 лет по диаметру, 
см»; «Хл. “а”, мг/г»; «КЭ, отн. ед.».
При выполнении расчетов необходимо обратить внимание, что 
из списка ПП (колонка 1 в табл. 3 и 4) исключены некоторые но­
мера.
Для нахождения «худшего» значения рассчитываемой харак­
теристики в табл. 3 необходимо в графе, предложенной инструк­
цией задания, найти минимальное значение признака. «Худшие» 
значения для табл. 4 приведены в табл. 2.
Т а б л и ц а  2
Контрольные и худшие значения физиологических характеристик
древостоев пробных площадей
Номер
ПП
Хл. «а», 
мг/г
КЭ, 
отн. сд.
Период 
времени, 
отн. сд.
Номер
ПП
Хл. «а», 
мг/г
КЭ, 
отн. сд.
Период 
времени, 
отн. сд.
К<энтрольныіе значения Худшие эіначения
20 2,332 0,722 I 1,205 0,666 I
20 2,081 0,696 II 1,470 0,671 II
20 1,952 0,673 III 0,995 0,471 III
20 2,756 0,672 IV 1,943 0,647 IV
20 2,546 0,696 V 2,139 0,612 V
2-й э т а п :  расчет ПС и ОПС по совокупности изучаемых ха­
рактеристик. Расчет производится только для ПП, расположенных 
в определенных направлениях от СУМЗа (табл. 3, графа 2):
1 -я бригада -  северо-восток, северо-запад, запад;
2-я бригада -  северо-запад, юго-запад, восток;
3-я бригада -  юг, восток, северо-восток;
4-я бригада -  северо-восток, север, северо-запад;
5-я бригада -  юго-восток, север, юг;
6-я бригада -  северо-запад, восток, юг.
ОПС рассчитывается как отдельно по совокупности морфомет­
рических и физиологических характеристик, так и по их комплексу.
В табл. 5 приведены номера и относительные координаты проб­
ных площадей. На листе необходимо нанести местоположение 
пробных площадей и СУМЗа. Рядом с точками, указывающими 
на расположение пробных площадей, подписать разными цвета­
ми значения ОПС (25 баллов и ниже -  красный цвет, 26-35 -  жел­
тый, 36-45 зеленый и свыше 45 баллов -  синий). Для наглядности 
необходимо на карту-схему нанести зоны с разным состоянием 
древостоев (очень плохим, плохим, удовлетворительным). При
проведении изолиний между разными зонами используется метод 
интерполяции -  нахождения промежуточных значений величин 
ОПС между пробными площадями. Для построения зон состоя­
ния необходимо попарно соединить межу собой виртуальными 
отрезками нанесенные на карту-схему ПП. На полученных отрезках 
нужно найти величины ОПС, равные 25, 35 и 45 баллам. Для того 
чтобы найти эти величины, виртуальные отрезки делятся попо­
лам до тех пор, пока на них не будут найдены значения 25, 35 
и 45. При построении зон с разным состоянием все расчеты вы­
полняются на основе величин ОПС, указанных в скобках на кар­
те-схеме. После того как все промежуточные точки найдены, про­
водятся изолинии путем соединения между собой всех одинаковых 
точек. Следует иметь в виду, что по одну сторону должны оста­
ваться значения ОПС большие, а по другую -  меньшие. Изолини­
ями территория разбивается на зоны с разным состоянием древо­
стоев.
В случае если внутри построенной зоны оказываются точки 
с величинами ОПС выше, чем значения изолиний, такие точки не­
обходимо вычленить, построив дополнительные виртуальные от­
резки как с близлежащими точками, так и с уже проведенными 
изолиниями.
На каждом из указанных направлений на карте-схеме необходи­
мо выбрать четыре точки. В их число входят наиболее удаленные 
от СУМЗа ПП, самая близкая к заводу ПП и две ПП, находящиеся 
приблизительно на одной прямой с первыми двумя. При этом ПП 
должны принадлежать к зонам с разным состоянием древостоев.
Для нахождения зависимостей между значениями ОПС, рас­
считанными по совокупности морфометрических, физиологичес­
ких и всему комплексу характеристик древостоев, и удалением 
от источника выбросов (СУМЗ) по каждому направлению необхо­
димо построить графики. По оси у откладываются величины ОПС 
в баллах, по оси х -  расстояние от СУМЗа (табл. 3, графа 3). Кри­
вые строятся по четырем выбранным точкам.
Анализ полученных графиков должен включать в себя следу­
ющие этапы:
1. Необходимо оценить изменение состояния древостоев в за­
висимости от удаления от источника выбросов (СУМЗа):
- п о  морфометрическим параметрам (кривая 1);
-  по физиологическим параметрам (кривая 2);
-  по комплексу характеристик (кривая 3).
2. Необходимо установить влияние дополнительных факторов 
на состояние древостоев. Состояние, как правило, по мере удале­
ния от СУМЗа улучшается. Если этого не происходит, то возможно 
влияние дополнительных факторов. К дополнительным факторам 
относятся рельеф, населенные пункты, транспортная сеть, пожа­
ры, вспышки энтомовредителей.
Используя топокарту местности, нужно попытаться установить 
наличие дополнительного фактора (или факторов), влияющего 
на состояние древостоев в спорных точках. Следует показать вза­
имосвязь с другими дополнительными факторами, воздействую­
щими на древостой.
3. Провести сравнительный анализ трех оценок состояния (кри­
вые 1, 2 и 3). Указать наиболее чувствительную, т. е. имеющую 
большую величину изменений ОПС. Обосновать необходимость 
использования комплекса характеристик при оценке состояния 
древостоев.
Т а б л и ц а  3
Морфометрические параметры древостоев
№
п/п
Направле­
ние
Расстояние 
от СУМЗа, 
км
Диаметр,
см
Высота, м
Прирост за 5 лет
по диамет­
ру, см
по высоте, 
м
1 2 3 4 5 6 7
1 СВ 8,5 9,6 12,28 0,87 2,11
2 СВ 12,4 8,4 10,65 0,40 2,17
3 СВ 9,7 8,5 10,90 0,64 2,2
4 СВ 12,5 8,3 12,57 0,37 1,67
5 СВ 12,3 10,0 11,47 0,49 1,59
6 ЮВ 3,1 12,2 14,51 0,43 1,45
7 СВ 4,1 6,2 6,45 0,41 1,29
8 СВ 18,0 11,7 10,94 0,83 2,39
10 с 12,4 14,4 13,01 1,00 2,67
11 сз 15,7 13,5 13,89 0,37 2,02
№
п/п
Направле­
ние
Расстояние 
от СУМЗа, 
км
Диаметр,
см
Высота, м
Прирост за 5 лет
по диамет­
ру, см
по высоте, 
м
1 2 3 4 5 6 7
12 С З 12,1 н ,з 13,26 0,53 2,03
13 с з 9,5 14,6 12,84 0,42 2,47
16 С З 4,2 8,7 10,07 0,41 1,45
20* ю з 18,9 17,4 13,99 0,87 2,55
21 ю з 13,4 13,0 10,34 1,21 2,64
22 ю з 13,5 13,1 14,06 0,34 2,37
23 ю з 18,0 10,6 11,64 0,34 2,06
24 ю з 15,0 8,5 12,05 0,52 2,22
25 ю з 17,5 14,7 13,64 0,95 2,65
27 3 8,5 11,0 11,24 0,49 11,94
28 3 10,0 13,9 10,68 0,71 2,46
29 с з 11,2 13,3 12,51 0,45 2,21
30 с з 14,6 9,9 11,10 0,57 1,76
32 С В 13,5 13,6 11,57 0,39 2,19
33 С В 13,2 9,7 12,11 0,56 2,2
35 с 17,0 12,5 12,63 0,57 2,22
36 С В 10,6 13,4 13,01 0,33 1,82
37 с з 14,5 10,8 13,31 0,60 2,44
38 с з 21,0 12,7 11,76 0,56 2,07
39 с з 14,5 11,7 11,84 1,03 2,32
40 с з 16,7 16,2 15,10 0,57 2,24
44 С В 28,0 9,1 9,96 0,39 1,31
53 С В 26,6 11,8 8,95 11,07 2,23
54 С В 27,0 6,9 9,51 0,22 1,59
55 С В 28,0 11,8 13,26 1,08 2,36
71 ю з 15,7 11,6 13,25 0,34 1,35
72 ю з 17,7 11,8 11,58 0,46 1,2
73 ю з 13,4 9,7 6,28 0,68 2,28
74 ю з 16,5 12,6 13,50 0,82 2,32
75 ю 15,4 11,5 14,20 0,61 1,96
* -  контрольная ПП
№
п/п
Направле­
ние
Расстояние 
от СУМЗа, 
км
Диаметр,
см
Высота, м
Прирост за 5 лет
по диамет­
ру, см
по высоте, 
м
1 2 3 4 5 6 7
76 ЮЗ 13,5 10,7 10,93 0,65 1,82
77 ю 19,9 7,0 8,21 0,49 0,87
78 ю 18,6 13,2 12,70 0,53 1,47
80 ю з 18,5 10,8 11,94 0,58 1,94
81 ю в 14,5 9,8 11,77 0,67 1,99
82 ю в 16,7 13,1 13,95 0,49 2,70
83 ю в 7,0 11,0 12,29 0,65 2,00
85 ю в 16,0 10,6 11,95 0,48 1,60
87 ю в 7,1 7,8 9,49 0,65 2,11
88 ю в 5,6 9,0 10,18 0,34 1,12
92 ю в 6,9 11,6 11,39 0,33 0,68
96 в 11,7 10,7 12,59 0,51 2,10
97 в 12,6 8,8 12,34 1,10 2,36
98 в 11,4 8,2 12,19 0,32 1,41
99 в 20,9 11,5 11,96 0,42 1,56
100 в 20,5 13,2 10,72 0,39 0,43
103 ю 8,8 10,6 14,89 0,41 1,00
104 ю 9,0 12,9 14,5 0,35 2,47
107 ю в 9,1 8,6 10,86 0,44 2,18
112 ю в 11,0 11,6 15,37 0,37 2,07
113 ю в 11,0 11,5 16,30 0,30 1,85
114 ю в 10,1 15,6 13,81 10,40 2,18
119 ю в 16,8 15,7 15,77 8,95 2,28
120 ю в 18,2 8,3 10,68 0,50 1,40
121 ю в 19,9 12,8 11,68 0,69 11,46
122 ю в 21,6 9,4 10,82 0,76 2,07
126 С В 17,2 13,2 14,60 0,51 11,72
127 С В 14,5 11,5 10,54 0,36 0,98
129 в 17,5 10,9 12,83 0,44 1,26
130 в 17,7 12,7 11,77 0,52 1,78
131 ю в 17,2 11,9 13,73 0,83 2,94
№
п/п
Направле­
ние
Расстояние 
от СУМЗа, 
км
Диаметр,
см
Высота, м
Прирост за 5 лет
по диамет­
ру, см
по высоте, 
м
1 2 3 4 5 6 7
132 ЮВ 20,6 14,7 12,25 0,61 2,24
135 ю в 20,1 13,9 14,81 0,61 1,71
136 ЮВ 15,2 14,5 14,05 0,44 4,87
137 ю в 19,4 13,1 10,84 0,67 2,31
138 ю з 90,0 12,4 12,40 0,47 1,67
139 СВ 28,0 11,7 14,10 0,53 2,53
140 СВ 28,5 11,3 14,70 0,66 2,80
Т а б л и ц а  4
Физиологические характеристики древостоев 
пробных площадей
№
п/п
Хл. «а», 
мг/г
КЭ, 
отн. ед.
Период 
времени, 
отн. сд.
№
п/п
Хл. «а», 
мг/г
КЭ, 
отн. ед.
Период 
времени, 
отн. сд.
1 2,140 0,734 I 24 1,945 0,715 I
2 2,946 0,723 I 25 2,545 0,721 I
3 2,056 0,727 I 27 2,164 0,720 I
4 2,505 0,717 I 28 2,456 0,729 I
5 2,627 0,682 V 29 2,379 0,690 I
6 2,084 0,669 IV 30 2,229 0,708 I
7 1,205 0,705 I 32 2,612 0,695 I
8 2,330 0,721 I 33 1,907 0,738 I
10 2,416 0,717 I 35 1,991 0,679 II
11 2,622 0,655 V 36 2,782 0,702 I
12 2,684 0,669 V 37 2,040 0,671 II
13 2,814 0,707 I 38 2,099 0,685 II
16 2,320 0,683 I 39 2,356 0,718 II
21 2,345 0,729 I 40 2,279 0,689 II
22 2,923 0,678 V 44 1,746 0,668 III
23 2,709 0,675 V 53 1,470 0,707 II
№
п/п
54
55
71
73
74
75
76
77
78
80
81
82
83
85
87
88
92
96
97
98
99
100
№
п/п
1
2
3
4
5
158
Хл. «а», 
мг/г
КЭ, 
отн. ед.
Период 
времени, 
отн. ед.
№
п/п
Хл. «а», 
мг/г
КЭ, 
отн. ед.
Период 
времени, 
отн. ед.
1,500 0,700 II 103 2,475 0,685 IV
1,945 0,686 II 104 2,469 0,676 IV
3,190 0,665 IV 107 2,362 0,653 IV
2,690 г 0,670 IV 112 3,158 0,653 IV
2,734 0,663 IV И З 3,039 0,663 IV
2,231 0,691 IV 114 2,923 0,657 IV
2,606 0,663 IV 119 2,816 0,667 IV
2,289 0,652 IV 120 2,949 0,654 IV
2,627 0,673 IV 121 2,792 0,675 IV
2,515 0,664 IV 122 2,790 0,677 IV
2,546 0,680 IV 126 2,641 0,646 V
3,077 0,655 IV 127 2,518 0,684 V
2,625 0,679 IV 129 2,742 0,655 IV
2,758 0,665 IV 130 2,789 0,664 IV
1,572 0,612 III 131 2,460 0,669 IV
1,830 0,631 III 132 2,759 0,668 V
1,559 0,655 III 135 2,527 0,612 V
1,986 0,654 III 136 2,242 0,678 V
2,121 0,644 III 137 2,441 0,635 V
1,851 0,625 III 138 2,139 0,657 V
1,953 0,607 III 139 2,571 0,651 V
1,394 0,624 III 140 2,849 0,660 V
Т а б л и ц а  5
Координаты пробных площадей
отн. единицы
22
24
28
30
29
28
32
24
26
27
№
п/п
6
7
8 
10 
11
отн. единицы
20
23
27
21
17
18
21
36
33
36
№
п/п
12
13
16
20
21
отн. единицы
16
16
16
1
6
33
30
24
12
17
№
п/п
X Y №
п/п
X Y №
п/п
X Y
отн.единицы отн. единицы отн. единицы
22 6 16 73 12 9 107 21 21
23 1 14 74 13 5 112 24 24
24 7 10 75 16 6 ИЗ 23 23
25 1 18 76 15 15 114 22 22
27 10 21 77 15 15 119 29 29
28 8 23 78 15 15 120 28 28
29 8 26 80 8 8 121 28 28
30 6 28 81 26 26 122 27 27
32 5 33 82 25 25 127 33 33
33 27 31 83 26 26 129 36 36
35 22 39 85 29 29 130 36 36
37 15 35 87 24 24 131 35 35
38 17 42 88 24 24 132 38 38
39 12 34 92 25 25 135 35 35
40 13 37 96 30 30 136 31 31
44 45 33 97 31 31 137 33 33
53 44 29 98 30 30 138 1 1
54 45 29 99 40 40 139 31 31
55 46 29 100 39 39 140 31 31
71 9 8 103 20 20 СУМЗ 18 18
72 9 6 104 20 20
Список сокращений
ПП -  пробная площадь
КЭ -  квантовая эффективность фотосистемы II, КПД фотосинтеза 
на уровне первичного преобразования световой энергии 
Хл. «а» -  содержание хлорофилла «а» в хвое 
ПС -  показатель состояния 
ОПС -  обобщенный показатель состояния 
СУМЗ -  Среднеуральский медеплавильный завод
Представление результатов. Каждая бригада оформляет от­
чет на основе выполненных заданий. Отчет выполняется с помо­
щью пакета программ MS Word и MS Excel, кегль 14, интервал 
полуторный. Структура отчета:
• Титульный лист.
• Краткое описание целей и задач работы.
• Краткое описание метода.
• Расчеты в виде таблиц:
Расчет показателей состояния по... 
(указать название характеристики)
№
п/п
Название характеристики 
(для каждой бригады своя) 
из табл. 1 и 2
Кодированное значение 
признака у і  (округлять 
до третьего знака после 
запятой)
ПС по данной характери­
стике, баллов (округлять 
до целого числа)
Расчет обобщенных показателей состояния
Направ­
ление
№ ПП Показатели состояния
по приросту за 5 лет
ю
2.50 Ю
5 сГ 
2 SК X
S -* g о. 3
1 * 8 §
С -Ѳ*
о4
5ю
Г)X
о
ОПСм,
баллов
ОПСФ,
баллов
ОПС об., 
баллов
ОПСм -  по комплексу морфометрических показателей 
ОПСф -  по комплексу физиологических показателей 
ОПС об. -  по совокупности морфометрических и физиологических 
показателей
• Карта -  схема на листе миллиметровой бумаги формата АЗ.
• Графики зависимостей ОПС от расстояния до СУМЗа на от­
дельных листах.
• Выводы, сделанные на основании анализа карты, графиков, 
а также общий вывод по работе.
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4. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 
КОНТРОЛЯ ВОДЫ И ПОЧВ*
Микроорганизмы являются неотъемлемой частью почвенных 
и водных биоценозов. Бактерии и микроскопические грибы осу­
ществляют минерализацию мертвого органического вещества, уча­
ствуют в формировании почв. Различные микроорганизмы являют­
ся пионерами при заселении антропогенно нарушенных территорий 
(отвалов, зон экологического бедствия). На основе наблюдения 
за изменениями микрофлоры разрабатываются методы экологичес­
кого мониторинга биоценозов. За счет высокой скорости размно­
жения и протекания метаболических процессов микрофлора чут­
ко реагирует на различные изменения окружающей среды, в том 
числе на антропогенные воздействия. Прокариоты и грибы спо­
собны к деструкции различных веществ, загрязняющих биоценозы: 
углеводородов, пестицидов и других ксенобиотиков. Отдельные 
виды микроорганизмов могут использоваться для оценки санитар­
ного состояния водоемов, а также как индикаторы плодородия почв 
и определенных видов загрязнений.
Работа 1
Микробиологический контроль качества воды
Цель работ ы : определить санитарно-микробиологические 
показатели воды: микробное число, коли-титр, коли-индекс и ко­
личества бактерий в воде методом прямого микроскопического 
учета.
Содержание работы . В настоящее время существует немно­
го методов, с помощью которых можно изучать микробоценозы 
в их натуральном виде. Можно указать лишь на метод Холодного 
и Росси (известный под названием «стекол обрастания») и метод 
Перфильева и Габе («микробных пейзажей»). Кроме того, ненару-
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шенные микробоценозы можно наблюдать способом «раздавлен­
ной капли» или «висячей капли». В подавляющем большинстве 
случаев при количественном и качественном анализе естествен­
ные ценозы разрушаются. Чаще всего для изучения микроорга­
низмов, обитающих в водоемах, отбираются пробы воды и путем 
посева на соответствующие питательные среды определяют коли­
чество и состав бактерий.
Для микробиологического анализа важной процедурой явля­
ется отбор проб.
В большинстве случаев в микробиологических исследованиях 
должно соблюдаться неукоснительное правило стерильного отбо­
ра проб воды. Стерильность необходима и при всех работах, свя­
занных с посевом микроорганизмов на питательные среды.
Подготовка стерильной посуды включает несколько этапов. 
Предварительно посуда тщательно моется, чтобы на стенках не бы­
ло органических веществ и бактериальных клеток. Для этой цели 
лучше всего использовать 0,3 н раствор двухромовокислого калия 
в концентрированной серной кислоте (хромовая смесь). В процессе 
приготовления кислота нагревается на плитке до высокой темпе­
ратуры, при этом двухромовокислый калий хорошо растворяется, 
а загрязняющие его органические вещества сгорают. После обра­
ботки «хромовой смесью» посуда обильно промывается чистой 
водой, ополаскивается дистиллированной водой и высушивается. 
На сухожарную стерилизацию посуда упаковывается обычным 
способом, т. е. в горлышко бутылки или пробирки вставляется ват­
но-марлевая пробка, на которую накладывается бумажная салфетка 
и завязывается ниткой. Салфетка должна быть достаточно боль­
шой, чтобы горлышко склянки после стерилизации осталось сте­
рильным.
В случае предварительной оценки микробного загрязнения 
воды можно пренебречь некоторыми правилами подготовки посу­
ды для отбора проб. В этом случае необходимо взять по возмож­
ности чистую посуду и многократно (3-5 раз) прополоскать про­
точной водой. Таким приемом удается получить представительную 
пробу воды, однако количественный учет микроорганизмов в ней 
надо производить немедленно. В противном случае число микро­
организмов может существенно измениться за счет использования 
ими органических загрязнений, имеющихся на посуде.
При отборе проб с поверхности вода может быть взята сте­
рильной бутылкой или пробиркой. Из реки или озера пробы отби­
раются с лодки. Для этого бутылку нужно взять в ладонь у до­
нышка, другой рукой снять с нее салфетку и вытащить пробку. 
Погрузить бутылку на некотором расстоянии от лодки в воду на глу­
бину 5-10 см. Отбор следует производить с носа лодки при ее сла­
бом перемещении, чтобы в бутылку не попадала вода, которая 
соприкасалась с бортами лодки. После наполнения склянки часть 
воды из нее сливается и сосуд затыкается той же стерильной проб­
кой. В дальнейшем склянки и пробирки должны ^ находиться в вер­
тикальном положении, чтобы ватные пробки не намокали. Про­
бы, пробки которых по тем или иным причинам продолжительное 
время были мокрыми, должны быть отбракованы, поскольку они 
могут легко засоряться посторонними микроорганизмами.
Отбор проб с определенных глубин водоема проводится бато­
метрами. В зависимости от глубины водоемов используются бато­
метры самых разных конструкций. Для небольших глубин (до 30 м) 
обычно применяется батометр Мейера -  Францева, представляю­
щий собой устройство, позволяющее погрузить стеклянную сте­
рильную бутылку, заткнутую резиновой пробкой на определенную 
глубину, и затем пробку вынуть. Склянка с водой извлекается на по­
верхность, верхний слой воды сливается и склянка затыкается сте­
рильной ватной пробкой. ^
При отборе проб воды из искусственных источников, водопро­
вода, скважин, а таюре технологической воды, используемой в про­
мышленности, точность количественной и качественной оценки 
образцов в значительной степени определяется правильностью 
отбора. Поскольку в этом случае отбор воды производится из кра­
нов, то воду следует некоторое время пропускать, открыв вентиль. 
Если пренебречь этим правилом, то в пробы попадет микрофлора 
воздуха, оседающая на поверхность запорной арматуры. Напол­
нение стерильных склянок струей воды, вытекающей из крана, 
необходимо проводить в пламени факела. Факел представляет со­
бой проволочное кольцо диаметром 8-10 см, обмотанное ватой. 
Перед отбором проб вата смачивается этиловым спиртом и поджи­
гается. Наполнение склянок проводится внутри факела не на пол­
ную емкость, после чего они закрываются стерильными ватными 
пробками.
Во всех случаях посевы необходимо проводить сразу же или 
не позднее 1 ч после взятия образцов воды. Хранить пробы нуж­
но в холодильнике при температуре 3-5 °С не более суток или 
в термосе с такой же температурой.
Пробы воды для такого учета можно зафиксировать формали­
ном следующим образом: на 100 мл воды добавляется 0,5 мл 40 % 
формалина, предварительно профильтрованного через мембранный 
фильтр с целью освобождения его от микробного загрязнения. 
Зафиксированные пробы желательно обработать как можно быст­
рее, так как даже зафиксированные бактерии могут прилипать 
к стенкам сосуда, а в ряде случаев может наблюдаться лизис кле­
ток при длительном хранении.
Микроскопический учет общего количества бактерий в воде. 
Взятую для анализа воду пропускают через мембранный фильтр 
с диаметром пор 0,2-0,3 мк. Следует придерживаться правила 
фильтрации через мембранный фильтр (диаметр которого равен
2,5 см) определенных объемов воды в зависимости от источника 
воды:
артезианские воды, ключи, родники 50-200 мл
чистые районы рек, озер, водохранилищ 10-20 мл 
загрязненные водоемы 0,1-1 мл
Предварительно фильтры кипятят в дистиллированной воде, 
которую меняют несколько раз. Для равномерного распределения 
бактерий на поверхности фильтра в приемной колбе надо созда­
вать слабый вакуум. Фильтрующая пластинка должна быть мел­
копористой. Ее изготавливают из нейлоновой сетки, на которую 
накладывают один или два слоя обычной фильтровальной бумаги. 
После пропускания воды фильтр с воронки снимается пинцетом 
и переносится в чашки Петри с дисками фильтровальной бумаги. 
Фильтр высушивается на воздухе, на краешке фильтра каранда­
шом указываются необходимые данные о пробе воды, об объеме 
профильтрованного образца и т. п., серия фильтров укладывается 
в чашку Петри, один слой фильтров от другого отделяется фильт­
ровальной бумагой. Для каждой пробы делается несколько повтор­
ных фильтрований, их число предварительно определяется опыт­
ным путем. Обычно ограничиваются тремя повторностями.
Особое внимание следует уделять правильной окраске бакте­
рий на фильтрах. На бледных, недоокрашенных или чрезмерно 
отмытых дистиллированной водой, а также перекрашенных пре­
паратах бактерии видны плохо, что приводит к недоучету их чис­
ленности (иногда эритрозин с фильтра окрашивает кедровое масло, 
и это затрудняет микроскопирование). Необходимо также контроли­
ровать чистоту фильтров на бактериальное загрязнение, которое 
возникает в процессе их производства. Для этого ряд фильтров 
из одной серии окрашивают эритрозином и просматривают под 
микроскопом. В случае необходимости для определения загряз­
нения проводится контроль, результаты которого следует вычи­
тать из данных опыта.
Весь фильтр или его часть окрашивают карболовым эритрози­
ном. Красятся они в течение Ъ-Л ч или в течение ночи. Окраску 
проводят следующим образом. В чашку Петри помещают круг­
лый бумажный фильтр и смачивают его краской, затем нижней 
стороной кладут мембранные фильтры и закрывают крышкой. 
С внутренней стороны на крышку также кладут сухую фильтро­
вальную бумагу для того, чтобы на фильтр не капала конденсаци­
онная вода.
Приготовление красителя:
1) эритрозин основной -  5 г;
2) карболовая вода (5 %-й раствор фенола на дистиллирован­
ной воде) -  100 мл.
Фенол перегоняют непосредственно перед приготовлением 
карболовой воды. Для этого берут коническую колбочку на 100 мл, 
к ней подбирают корковую пробку с изогнутой стеклянной труб­
кой длиной 30 см. В колбу вносят фенол и ставят ее на плитку. 
Рядом ставят технические весы с колбой-приемником, заранее урав­
новешенной, после чего на другую чашку помещают гирю ве­
сом 5 г. По мере испарения фенол конденсируется в трубке, стека­
ет в приемную колбу на весах. Когда в ней соберется 5 г фенола, 
перегонку прекращают, добавляют к фенолу 100 мл дистиллиро­
ванной воды и затем перемешивают с 5 г эритрозина. Настаивают 
краску в течение суток. Краситель должен иметь вишнево-крас­
ный цвет, в случае красновато-кирпичного цвета к нему добавля­
ют крепкую щелочь.
После окончания окрашивания эритрозин с мембранных 
фильтров отмывают, перекладывая их пинцетом на листе фильт­
ровальной бумаги, смоченной дистиллированной водой. Операция 
перекладывания повторяется до тех пор, пока они не перестанут 
окрашивать влажную фильтровальную бумагу. После высушива­
ния площадь фильтра, задержавшая взвеси, должна быть розовая, 
а края -  слабо-розовые.
Только методом прямого микроскопирования можно опреде­
лить количество микроорганизмов в воде, иловых отложениях или 
обрастаниях. Микроскопический анализ связан со значительными 
трудностями и требует определенных навыков; даже опытные спе­
циалисты порой затрудняются при дифференцировании малень­
ких глинистых или органических частичек и бактериальных кле­
ток. Кроме того, даже используя специальные методы окраски, 
не всегда можно четко отделить живые клетки от мертвых. Из этого 
следует, что методом прямого микроскопирования мы получим 
результаты, лишь приближающиеся к действительной численнос­
ти микроорганизмов.
Для подсчета микроорганизмов на предметное стекло наносит­
ся капля иммерсионного масла, на него накладывается кусочек 
окрашенного мембранного фильтра фильтрующей поверхностью 
к объективу. Сверху на него наносят еще одну каплю масла и про­
сматривают с иммерсионным объективом и окуляром х 10 или х 12. 
Для удобства подсчета необходимо пользоваться окулярными сет­
ками, при этом подсчет проводят в нескольких квадратах крест 
накрест. Зная площадь квадрата, определяют среднее число кле­
ток на поле зрения микроскопа, затем на площадь всего фильтра.
Расчет содержания бактерий в 1 мл воды проводится по фор­
муле
где N -  количество бактерий в млн на 1 мл воды; S -  площадь все­
го фильтра (в мк2); п -  количество бактерий, сосчитанных под 
микроскопом на площади фильтра s; s -  площадь фильтра, на ко­
торой подсчитано количество бактерий под микроскопом (в мк2); 
ѵ -  объем профильтрованной воды (в мл).
При работе с одним и тем же микроскопом и фильтровальным 
аппаратом отношение s / (s ■ v • 106) может быть заменено одним 
коэффициентом К , на который умножается лишь величина л, что 
упрощает расчет.
Пригодность природной и водопроводной воды для питья оп­
ределяется по ряду микробиологических показателей, основным 
из которых являются микробное число, коли-титр и коли-индекс, 
вспомогательными -  количество патогенных микроорганизмов, 
не выявляемых анализом на коли-титр, а также наличие бактерио­
фагов. Для оценки качества питьевой воды наиболее важное зна­
чение имеют не содержание микроорганизмов вообще, а наличие 
в ней патогенных микроорганизмов.
Микробное число -  количество колоний аэробных мезофиль- 
ных сапрофитных микроорганизмов, вырастающих при посеве 
1 мл неразбавленной воды на обычных питательных средах (мя- 
сопептонный агар) за 24 ч при 37 °С.
Большинство водных микроорганизмов при определении мик­
робного числа не учитывается, так как на обычных средах нит­
рифицирующие, азотфиксирующие бактерии, серобактерии, боль­
шинство грибов, а также анаэробы не вырастают. Тем не менее 
сапрофитная микрофлора является важным показателем санитар­
ного состояния и качества воды. По количеству сапрофитных мик­
роорганизмов в 1 мл воду делят на следующие категории (схема 
Микеля): чрезвычайно чистая (от 0 до 10 клеток); весьма чистая 
(10-100); чистая (100-1 000); посредственная (1 000-10 000); не­
чистая (10 000-100 000 клеток). В соответствии с ГОСТ 2874-54 
«Вода питьевая» микробное число не должно превышать 100. 
Согласно другим нормам, принятым в ряде стран, вода по содер­
жанию микробов в 1 мл разделяется на три категории: до 100 бак­
тер и й - хорошая питьевая вода; от 100 до 500 бактерий -  сомни­
тельная вода; более 500 бактерий -  вода, которую можно употреблять 
только после фильтрации.
Определение микробного числа. Микробное число определя­
ется путем высева бактерий из водных образцов на МПА. Однако 
в санитарно-эпидемиологической практике чаще всего использу­
ются более дешевые и удобные для хранения и применения сухие
питательные среды, изготавливаемые на специальных предприя­
тиях. Проведение исследования в этом случае сводится к взятию 
навески такой среды согласно прилагаемой прописи, добавлению 
к ней дистиллированной воды необходимого объема и последую­
щей стерилизации в автоклаве.
Перед посевом среды разливают в предварительно простери- 
лизованные чашки Петри. Количество среды на стандартную чаш­
ку Петри составляет не менее 20 мл. Большее количество среды 
следует брать в том случае, если предполагается пронаблюдать 
рост бактериальных колоний больше чем на одни сутки. При ма­
лом количестве агаризованной среды она быстро высыхает и рост 
колоний может прекратиться.
Чашки с жидкой средой устанавливают на ровной поверхнос­
ти для ее застывания, после чего проводят посев бактерий на по­
верхность питательного агара. Для этой цели стерильной пипет­
кой наносят одну или несколько капель исследуемой воды и затем 
равномерно размазывают ее (их) по всей поверхности чашки сте­
рильным шпателем Дригальского. Для определения абсолютного 
количества нанесенной на чашку воды следует определить объем 
капли конкретной пипетки путем подсчета капель, содержащихся, 
например, в 1 мл или 0,5 мл данной пипетки. Пипетки для этой 
цели должны быть с неповрежденным и хорошо оттянутым носи­
ком. Пипетки могут быть с успехом заменены дозаторами, но в этом 
случае большое значение приобретает очистка сменных наконеч­
ников от микробов.
Анализ воды на микробное число проводят не менее чем в трех 
повторностях. Особое значение для точности определения имеет 
число колоний, вырастающих на чашке. Наиболее достоверно 
может быть учтено 30-80. При меньшем количестве вероятен очень 
большой разброс в повторностях, при большем -  велика ошибка 
вследствие наложения колоний друг на друга. Избежать указанных 
недостатков можно увеличением или уменьшением наносимой 
воды при посеве (число капель). При первичной оценке водных 
образцов требуется проведение предварительных («пристрелоч­
ных») посевов: для чистой воды на чашку наносится большее ко­
личество воды, для загрязненной -  меньшее.
Для определения микробного числа используются стандартная 
питательная среда; чашки Петри (для учета повторностей); шпа­
тели Дригальского (для каждой чашки Петри); пипетки на 1-2 мл 
(или дозатор со стерильными наконечниками -  для каждой чашки 
Петри); бумага для упаковки на стерилизацию пипеток, чашек 
Петри; термостат на 37 °С; стерильный бокс.
Коли-титр и коли-индекс. Микробиологическими показателя­
ми загрязненности воды патогенными микроорганизмами служит 
коли-титр и коли-индекс. Коли-титр -  это наименьший объем воды 
(в мл), содержащий одну клетку кишечной палочки. Коли-индекс -  
количество клеток Е. соіі в 1 ООО мл воды.
Кишечная палочка безвредна для человека и при обычных усло­
виях не размножается вне живого организма. Она служит косвен­
ным показателем загрязнения воды фекальными массами челове­
ка и животных (показатель фекального загрязнения). Обнаружение 
в воде кишечной палочки свидетельствует о возможном наличии 
в ней истинных возбудителей тяжелых желудочно-кишечных за­
болеваний -  дизентерии, холеры, брюшного тифа и др., сопутству­
ющих кишечной палочке, и об опасности распространения этой 
инфекции через воду. Ввиду сложности выделения при бактерио­
логическом анализе воды собственно болезнетворных бактерий 
выделяют кишечную палочку и по ее количеству судят о степени 
загрязнения водоема патогенными организмами. Содержание ки­
шечной палочки в воде открытых водоемов в течение года меня­
ется: резко увеличивается во время паводков и после обильных 
дождей.
По действующему ГОСТу на питьевую воду допускается коли- 
титр не менее 300, а коли-индекс не более 3. Очищенная вода с ко- 
ли-титром 300 безвредна, при ее потреблении эпидемических за­
болеваний не возникает.
В тех случаях когда население пользуется питьевой водой 
не из водопровода, а из колодцев или родников, санитарные пра­
вила в отношении бактериологических показателей воды менее 
жестки: допускается коли-титр не менее 100, а микробное число -  
в пределах нескольких сотен микроорганизмов. Если коли-титр 
данной воды лежит в пределах от 1 до 100, то вода должна быть
обеззаражена, а санитарно-техническое состояние родника или ко­
лодца улучшено. Если коли-титр воды в колодце менее 1, пользо­
ваться такой водой запрещается.
Вспомогательными санитарно-показательными микроорга­
низмами являются Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, которые, так 
же как и Е. соіі, являются нормальной микрофлорой кишечника 
человека и животных. Эти термофильные организмы способны 
развиваться при повышенных температурах (до 80 °С). При их 
наличии в пробах воды делают заключение о загрязнении питье­
вого источника стоками с животноводческих предприятий (гнию­
щий навоз имеет высокую температуру).
Бактериофаги также могут служить показателем качества пи­
тьевой воды, поскольку их число тесно связано с количеством бак­
терий, на которых они паразитируют. Однако здесь могут быть 
существенные ошибки, поскольку ряд эпидемических заболева­
ний лечат бактериофагами, которые затем могут попадать со сто­
ками в водоем.
Определение коли-титра. Для определения коли-титра исполь­
зуется фуксин -  сульфитный агар Эндо следующего состава (на 1 л 
дистиллированной воды): мясной экстракт -  5,0 г; пептон -  10,0 г; 
хлористый натрий -  5,0 г; лактоза -  5,0 г; сернистокислый натрий 
безводный (Na2S 03) -  5,0 г; основной фуксин -  0,4 г; агар-агар -  
20,0 г.
Реакцию агара перед добавлением сульфита доводят до pH = 7,5.
Среду готовят следующим образом: МПА разливают перед 
стерилизацией в колбы по 100 мл. Накануне анализа готовят 10 %-й 
раствор основного фуксина в 90 %-м этиловом спирте (например, 
1 г краски в 10 мл спирта). Раствор перед употреблением отфильт­
ровывают.
Непосредственно перед приготовлением среды в стерильную 
пробирку вносят 0,5 мл фильтрованного 10 %-го раствора фукси­
на, к которому прибавляют из пипетки 10 %-й водный раствор 
сернистокислого натрия (сульфит натрия) или 20 % той же семи­
водной кристаллической соли до получения ярко-зеленого окра­
шивания. Затем 0,5 г лактозы растворяют в 2-3 мл стерильной воды 
и прогревают в кипящей водяной бане примерно 5 мин. На 100 мл
предварительно расплавленного стерильного МПА (pH = 7,4-7,6) 
добавляют сначала раствор лактозы и все количество фуксина 
с сульфитом натрия, тщательно перемешивают и разливают в чаш­
ки Петри. Готовый фуксин -  сульфитный агар -  после застывания 
в чашке должен иметь кремовую окраску.
Сульфитную среду следует готовить по мере надобности (на те­
кущий день или на 1-2 дня вперед), поскольку она не выдержива­
ет длительного хранения. Остаток неиспользованной среды мож­
но хранить в течение двух дней в прохладном темном помещении. 
Следует иметь в виду, что при учете кишечной палочки на мемб­
ранных фильтрах эта среда дает лучшие результаты при уменьше­
нии агара до 1-1,5 %.
Представление результатов. Микробное число, колититр, 
коли-индекс для определенной пробы воды, а также результаты 
прямого микроскопического учета бактерий и заключение о каче­
стве воды в водоеме или источнике, из которого была отобрана 
проба.
Работа 2 
Выделение и учет 
чистых культур почвенных микроорганизмов
Цель работы : освоить методы приготовления различных пи­
тательных сред и учета почвенных микроорганизмов путем посе­
ва на стерильные агаризованные питательные среды.
Содержание работы . Для выделения и учета отдельных групп 
микроорганизмов почвы приходится применять особые приемы, 
методы и питательные среды. Они различаются в зависимости 
от биологических особенностей выделяемых микроорганизмов 
(автотрофы, гетеротрофы, аэробы и т. д.).
Невозможно создать универсальную питательную среду, на ко­
торой бы развивались все почвенные микроорганизмы.
При количественном учете микроорганизмов почвы желательно 
выделить по возможности более широкий круг микробов. Подби­
рают среды более универсальные -  агаризованная вода, агаризо­
ванные почвы или почвенные вытяжки. На таких средах развива­
ется большее количество микроорганизмов, чем на средах, бога­
тых органическими и минеральными веществами. Однако какая 
бы среда ни была применена, на ней удается учесть только незна­
чительную часть (0,1-1 %) микробного населения почвы. В лите­
ратуре для обозначения микроорганизмов, выделяющихся на этих, 
более универсальных средах (агаризованные почвенные вытяжки, 
среда Чапека, среда Эшби, МПА), часто используется термин «учет 
общей микрофлоры почвы». На самом деле только прямые мик­
роскопические методы дают истинное представление о количестве 
микробов в почве.
Помимо учета общего количества микроорганизмов на пита­
тельных средах часто ставится задача изучения более узких групп 
микроорганизмов, называемых физиологическими группами. Это 
микроорганизмы, связанные с определенным этапом превращения 
органических или неорганических веществ, например, определен­
ные группы микроорганизмов, связанные с отдельными стадиями 
превращения азота: азотфиксаторы, нитрификаторы, аммонифика- 
торы, денитрификаторы. Большое значение имеет изучение целлю­
лозоразлагающих микроорганизмов, микроорганизмов, способных 
использовать труднодоступные для растений соединения фосфо­
ра, а также участвующих в определенных этапах превращений 
серы, железа, марганца и т. д. Изучение специальных групп микро­
организмов требует использования специфических методик.
В большинстве случаев для изучения и учета почвенных мик­
роорганизмов проводится поверхностный посев на чашки Петри. 
При этом удается использовать один и тот же метод для изучения 
разных групп микроорганизмов: бактерий, актиномицетов, грибов 
и дрожжей. Для посева необходимо подготовить на каждый по­
чвенный образец колбу на 250 мл со 100 мл стерильной воды; про­
бирки, содержащие по 9 мл стерильной воды для приготовления 
разведения (количество необходимых пробирок определяется тем, 
какое последнее разведение необходимо приготовить для посева, 
обычно берут 2-3 пробирки); стерильные пипетки на 1 мл. Для 
каждого нового разведения нужна новая пипетка, кроме того, 
нужна пипетка для нанесения капли суспензии на чашки Петри. 
Необходимо измерить размер капель пипеток и отобрать пипетки
с одинаковой величиной капли. Пипетки для нанесения суспен­
зии клеток на чашки Петри могут быть заменены специально из­
готовленными насадками на дозатор, что существенно упрощает 
процедуру нанесения суспензии; стерильные шпатели Дригальско- 
го по одному на каждую чашку Петри; стерильные чашки Петри. 
Для каждого разведения, из которого делается посев, для каждого 
образца и каждой новой среды требуется 3-5 повторных чашек, 
иногда посев делают только в двух повторностях, но результаты 
в этом случае очень неточны; стерильные среды в колбах на 1,0-
1,5 л, при этом колбы заполняют средой на 75 %.
Выделение и учет бактерий в почве методом посева на твер­
дые питательные среды. Метод посева на твердые питательные 
среды широко распространен в почвенной микробиологии. Он дает 
возможность довольно просто выделять чистые культуры микро­
организмов, что повышает его ценность. Выделенные чистые куль­
туры могут подвергаться идентификации и дальнейшему всесто­
роннему изучению их физиологии и биохимии.
Сущность метода состоит в нанесении почвенной суспензии, 
содержащей микроорганизмы, на поверхность твердой питатель­
ной среды (агар, кремнекислый гель). Попавшие на среду клетки 
образуют колонии, видимые невооруженным глазом. При количе­
ственном учете принимают, что каждая колония возникает в ре­
зультате деления одной клетки.
Для качественной и количественной характеристики микрофло­
ры почв чаще всего используются следующие среды:
-  среда Чапека для бактерий и актиномицетов (г/л дистилли­
рованной воды): К С 1- 0,5; M gS04 • 7Н20 -  0,5; К2Н Р04 -  1,0; 
FeS04 • 7Н20  -  0,01; N aN 03 -  2,0; С аС 03 -  3,0; глюкоза или саха­
р о за -  20,0; агар -  15,0-20,0;
-  среда Эшби для олигонитрофильных микроорганизмов (г/ 
л дистиллированной воды): К2Н Р 04 -  0,2; M gS04 • 7Н20  -  0,2; 
NaCl -  0,2; K2S 0 4 -  0,1; СаС 03 -  5,0; сахароза -  20,0; агар -  15,0— 
20,0;
-  крахмало-аммиачная среда для актиномицетов и бактерий (г/л 
дистиллированной воды): (NH4)2S 0 4 -  2,0; К2Н Р04 -  1,0; M gS04 -  
1,0; NaCl -  1,0; С аС 03 -  3,0; крахмал растворимый -  10,0; агар - 
15,0-20,0;
-  мясо-пептонный агар (МПА) для бактерий: питательная сре­
да выпускается в виде порошка или приготавливается из мясо- 
пептонного бульона с добавлением агара. В первом случае приго­
товление среды проводится согласно прилагаемой прописи;
-  голодный агар: к 1 л водопроводной воды прибавляют 20 г 
агара. Иногда агар предварительно очищают промыванием или 
другими способами;
-  почвенный агар Локхарда: К2Н Р04 -  0,2; агар -  15,0; почвен­
ный экстракт -  1 л. Почвенный экстракт готовят из сильно окуль­
туренной удобренной почвы (например, парниковой). Просеянную 
через 3-миллиметровое сито почву смешивают с равным весовым 
количеством дистиллированной воды. Смесь автоклавируют 1 ч 
при 120 °С. Горячую суспензию фильтруют через бумажный фильтр 
при отсасывании;
-  почвенный агар: к 900 мл водопроводной воды добавляют 
100 г почвы и 18 г агара; среду стерилизуют 1 ч при 120 °С. В чаш­
ки Петри среда разливается с почвенными частицами.
Все обычные среды стерилизуют в автоклаве при температуре 
120 °С; среды, содержащие сахара, или среды, в которые вносятся 
витамины и другие сложные органические соединения, -  при 
112 °С. Наиболее часто для выделения бактерий и актиномицетов 
посев проводят на крахмало-аммиачную среду, среду Эшби, МПА 
или МПА, разбавленный в 10 раз.
После предварительного диспергирования почвы готовят раз­
ведения почвенной суспензии в стерильной воде. В каждую чаш­
ку Петри наливают по 20-30 мл расплавленной на водяной бане 
агаризованной среды. После застывания среды чашки помещают 
в простерилизованный и нагретый до 80 °С сушильный шкаф. 
Чашки просушивают для удаления воды с крышек и появления 
муаровой поверхности на агаре, после чего их охлаждают до ком­
натной температуры и производят посев (из разведений от 1 : 2 
до 1 : 100 000 и более в зависимости от группы учитываемых мик­
роорганизмов, типа почвы, сезона, влажности почвы и других 
факторов. Наиболее точный подсчет получается, если на чашке 
обнаруживается 50-200 колоний бактерий и актиномицетов и 30- 
50 колоний грибов (обычно более крупных, чем первые). При
первых анализах трудно предвидеть, сколько микроорганизмов 
содержится в почве, поэтому делают посев из двух или даже трех 
последовательных разведений. Для учета грибов и дрожжей берут 
разведения на 1-2 порядка меньше, чем для учета бактерий и ак- 
тиномицетов. Засеянные чашки переворачивают вверх дном и по­
мещают в термостат (обычно при 28 °С, дрожжи -  при 22 °С, при 
определении психрофилов -  при 0-3 °С).
Бактерии подсчитывают через 7 суток, актиномицеты -  через
7-20 суток, грибы и дрожжи -  через 5-7 суток. При посеве на бед­
ные среды подсчеты проводят позже этих сроков. Просчитав ко­
личество колоний на всех параллельных чашках, определяют сред­
нее количество колоний на чашке и затем делают пересчет на 1 г 
воздушно-сухой или абсолютно сухой почвы.
Представление результатов. Данные по количеству микро­
организмов почвенной пробы, выросших на различных питатель­
ных средах.
Работа 3
Определение численности деструкторов клетчатки 
в почве
Цель работы : освоить методы определения количества мик­
роорганизмов-деструкторов целлюлозы, сравнить численность этих 
микроорганизмов в пробах лесной подстилки с разной степенью 
загрязнения тяжелыми металлами.
Содержание работы.
Целлюлоза -  главный компонент всякого растительного мате­
риала. Большое количество целлюлозы в природе обусловливает 
важную роль разлагающих ее микроорганизмов в процессах ми­
нерализации и круговороте углерода. В анаэробных условиях цел­
люлозу разлагают и используют грибы, миксобактерии и другие 
эубактерии. Среди грибов деструкторами целлюлозы являются 
представители родов Fusarium и Chaetomium, а также Aspergillus 
fumigatus, A. nidulans, Botrytis cinerea, Trichoderma viride, Rhizo- 
ctonia solani, Myrothecium verrucaria. Cytophaga и Sporocytophaga -  
два рода аэробных бактерий, близких к миксобактериям. Клетки
этих бактерий тесно прилегают к волокнам целлюлозы, распола­
гаясь параллельно оси волокна. Они гидролизуют целлюлозу лишь 
при тесном контакте с волокном, и продукты гидролиза тотчас же 
поглощаются. На агаре с целлюлозой колонии Cytophaga никогда 
не бывают окружены прозрачной зоной, в которой находились бы 
продукты ферментативного расщепления целлюлозы. На целлю­
лозе могут расти миксобактерии родов Poliangium, Sporangium 
и Archangium, образующие плодовые тела.
Некоторые формы, способные к аэробной деструкции целлю­
лозы, раньше объединяли в группу Cellvibrio. Сейчас их описыва­
ют как Pseudomonas fluorescens var. cellulose. Из коринеформных 
бактерий следует упомянуть Cellulomonas.
Среди актиномицетов на целлюлозе могут расти Місготопо- 
spora chalcea, Streptomyces cellulosae, Streptosporangium.
В анаэробных условиях целлюлозу расщепляют чаще всего 
мезофильные и термофильные клостридии. Продуктами в этом 
случае сбраживания целлюлозы являются этанол, уксусная, муравь­
иная и молочная кислоты, молекулярный водород и углекислый газ.
Большое количество бактерий, разрушающих целлюлозу, разви­
ваются в рубце жвачных животных. Травоядные млекопитающие 
вступили в симбиотические взаимоотношения с этими микроба­
ми, чтобы эффективно переваривать растительную пищу. В рубце 
имеется большое количество специфических анаэробных бакте­
рий, расщепляющих целлюлозу с образованием жирных кислот.
Активность деструкторов целлюлозы является показателем 
ненарушенное™ почвенного микробиоценоза. Различные загряз­
нители (углеводороды, тяжелые металлы) подавляют жизнедеятель­
ность целлюлозоразрушающих микроорганизмов, что затрудняет 
круговорот углерода в экосистеме и почвообразовательные про­
цессы.
Ход работы.
Метод посева на твердые питательные среды с последую­
щим учетом
1. Приготовить к стерилизации в автоклаве пробирки с 9 мл 
водопроводной воды, колбы с 90 мл водопроводной воды, чашку 
Петри с насадками для самплера на 50 мкл, агаризированные сре­
ды Виноградского и Чапека (без сахарозы) -  по 150 мл каждой
среды на бригаду (среда Виноградского предназначена для бак­
терий, среда Чапека -  для грибов). Приготовить к стерилизации 
в сухожарном шкафу стеклянные пипетки, чашки Петри, шпатели 
Дригальского.
Среда Виноградского (г/л дистиллированной воды):
К2Н Р 04 1,0 NaCl 0,5
(NH4)2S 0 4 1,0 Агар 15,0
M gS04 • 7Н20  0,5
Среда Чапека (без сахарозы, минеральный фон):
К2Н Р 04 1,0 КС1 0,5
N aN 03 2,0 FeS04 • 7Н20  0,01
M gS04 • 7Н20  0,5 Агар 15,0
В расплавленную и охлажденную примерно до 50 °С среду 
вносят раствор антибиотика (200 ед. бензилпенициллина на 1 мл 
и 5 мкг тетрациклина на 1 мл), среду подкисляют до pH = 5,5 сте­
рильным раствором Н3Р 0 4.
2. Приготовить почвенные разведения в пробирках. На по­
верхность агара каждой чашки Петри нанести по 50 мкл из соот­
ветствующего разведения и распределить данный объем жидко­
сти шпателем Дригальского по всей поверхности чашки. Наложить 
стерильный бумажный фильтр на агаризированную среду в каж­
дую чашку Петри. Засеянные чашки Петри поместить в термо­
стат. Аэробные деструкторы целлюлозы культивировать при 28 °С. 
Результаты опыта фиксировать через 3 недели.
3. Произвести подсчет колоний аэробных деструкторов целлю­
лозы (бактерий и грибов)
Рассчитать количество аэробных деструкторов целлюлозы в со­
ответствующих грибах почвы по формуле
п -Юр *20
N = -------------- ,
к
где N -  число КОЕ бактерий и грибов в почве на 1 г сухой почвы; 
п -  число колоний на соответствующей чашке Петри; р  -  номер 
соответствующего разведения; к -  коэффициент пересчета на су­
хую почву.
Метод предельных разведений. Так же готовят ряд последова­
тельных разведений почвы в стерильной воде. В пробирки со сре­
дами вносят по 1 мл из соответствующих разведений и отмечают, 
при каком разведении рост уже не обнаруживается. При засеве
3-5 параллельных пробирок для расчета количества микроорга­
низмов в 1 г почвы используют таблицы Мак-Креди, составлен­
ные на основе методов вариационной статистики.
Для учета аэробных деструкторов целлюлозы готовят после­
довательные разведения почвенной пробы или смыва с навески 
лесной подстилки. Необходимо сделать десять последовательных 
разведений. По 1 мл соответствующего разведения стерильно пе­
реносят в витаминную пробирку с 5 мл среды Виноградского. 
В качестве субстрата в каждую пробирку помещается полоска 
фильтровальной бумаги. Пробирка должна быть закрыта ватной 
пробкой. Пробирки встряхиваются на качалке или устанавлива­
ются наклонно для увеличения доступа воздуха. О росте бакте­
рий судят по разрушению фильтровальной бумаги. Результаты 
опыта фиксируют через один месяц после посева.
Для учета анаэробных деструкторов целлюлозы готовят десять 
последовательных разведений почвы, по 1 мл вносят в стерильные 
пробирки объемом 10 мл с полосками фильтровальной бумаги, 
затем приливают стерильную среду Омелянского до верха про­
бирки и закрывают резиновыми пробками. Культивирование про­
водят в термостате в течение 1 месяца при температуре 30-35 °С. 
Результаты для 3-5 параллелей обрабатываются по таблицам Мак- 
Креди.
Среда Омелянского для анаэробных деструкторов целлюлозы 
(г/л дистиллированной воды):
К2НР04 1,0 (NH4)2S04 2,0
MgS04 • 7Н20  1,0 СаСОз 2,0
NaCl 1,0
Анаэробные деструкторы целлюлозы лучше всего развивают­
ся в жидких средах, наилучшие результаты дает метод предель­
ных разведений.
Представление результатов. Сравнительные данные по ко­
личеству аэробных и анаэробных деструкторов целлюлозы в лес­
ной подстилке с различной степенью загрязнения тяжелыми ме­
таллами и описание их клеточной морфологии.
Работа 4
Определение количества аэробных 
углеродокисляющих микроорганизмов в почве 
методом посева на агаризованные питательные среды
Цель работы : освоить методы учета нефтеокисляющих мик­
роорганизмов в почве и выделить чистые культуры нефтеокисля­
ющих микроорганизмов.
Содержание работы . По устойчивости к микробному воздей­
ствию углеводороды занимают промежуточное положение между 
органическими веществами биологического происхождения и ксе­
нобиотиками (пестицидами и др.). Они разнообразны по строению. 
В состав нефтей входят парафины, нафтены (циклопарафины), 
ароматические и ненасыщенные (олефины) углеводороды. Неко­
торые нефтяные фракции очень токсичны для живых организмов. 
Это прежде всего низкокипящие алканы и полициклические аро­
матические углеводороды. Разливы нефти и нефтепродуктов опас­
ны для экосистем, так как углеводороды довольно медленно раз­
рушаются, а их пленки создают в воде и почве анаэробные зоны.
К деструкции углеводородов способны различные аэробные 
бактерии (Rhodococcus, Pseudomonas), плесневые грибы (Clado- 
sporium, Asporgillus, Penicillium), дрожжи. Нефтеокисляющие мик­
роорганизмы можно использовать для борьбы с углеводородным 
загрязнением, для поиска нефтяных месторождений, получения 
кормового белка.
Ход работы .
1. Приготовление посуды и питательных сред. Каждой брига­
де подготовить к стерилизации в автоклаве колбу с ватной проб­
кой (с 90 мл водопроводной воды), пять пробирок с ватными проб­
ками (по 9 мл воды в каждой), пластмассовые наконечники для 
самплеров (в чашках Петри), агаризованные питательные среды.
К стерилизации в сухожарном шкафу подготовить шпатели 
Дригальского, чашки Петри (по восемь штук на бригаду), пипетки.
Питательные среды:
-  среда Таусона для бактерий, окисляющих жидкие или твер­
дые углеводороды (г/л дистиллированной воды):
Ca(N 03)2 * 4Н20  1,0 К2Н Р04 0,25
K N 03 0,25 M gS04 * 7Н20  0,25
KH2P 0 4 0,25 FeS04 • 7H20  0,005
В качестве единственного источника углерода используется 
1 об. % дизельного топлива. Агар-агар вносится в среду в количе­
стве 20 г/л. Среда стерилизуется в автоклаве при 0,5 атм 30 мин;
-  среда для бактерий, окисляющих углеводороды (Бердичевская 
и др., 1991) (г/л дистиллированной воды):
КН2Р 0 4 1,0 Na2C 0 3 0,2
M gS04 • 7Н20  0,2 СаС12 • 6Н20  Следы
NH4N 0 3 1,0 M nS04 • 5Н20  Следы
Na2H P04 ■ 12Н20  2,0 FeS04 • 7Н20  Следы
NaCl 1,0 Агар-агар 20,0
Все компоненты растворяются в 600 мл дистиллированной 
воды (кроме M gS04 • 7Н20  и Na2C 0 3, которые по отдельности 
растворяют в 200 мл дистиллированной воды). MgS04 • 7Н20  и Na2C 03 
стерилизуют отдельно и вносят в расплавленную и охлажденную 
до 50 °С среду перед тем, как разлить по чашкам Петри (в качестве 
единственного источника углерода и энергии используется 1 об. % 
дизельного топлива);
-ср ед а  Чапека для углеводородокисляющих плесневых гри­
бов (г/л дистиллированной воды):
N aN 03 2,0 КС1 0,5
К2Н Р04 1,0 FeS04 • 7Н20  Следы
M gS04 • 7Н20  0,5 Агар-агар 20,0
Вместо сахарозы в качестве единственного источника углеро­
да используется 1 об. % дизельного топлива.
В стерильную (расплавленную и охлажденную) среду вносят 
смесь антибиотиков (тетрациклин и бензилпенициллин). Среду 
подкисляют стерильным раствором Н3Р 0 4 до pH 5,0-6,0.
2. Стерильные среды расплавить на водяной бане и разлить 
по чашкам Петри. Приготовить последовательные разведения поч­
венных проб в пробирках с водопроводной водой. Посев на чашки 
Петри производить следующим образом: самплером, снабженным 
стерильным наконечником, нанести на поверхность агара 50 мкл 
соответствующего разведения и распределить данный объем жид­
кости шпателем Дригальского по всей поверхности чашки. Засе­
янные чашки Петри поместить в термостат. Культивировать при 
температуре +30 °С в течение 14 суток, затем произвести подсчет 
образовавшихся колоний нефтеокисляющих микроорганизмов.
3. Рассчитать количество нефтеокисляющих грибов и бактерий 
в 1 г почвенной пробы по формуле
л, Юр • 20N = -----------,
к п
где N -  число КОЕ углеводородокисляющих микроорганизмов в 1 г 
почвы; п -  число колоний на соответствующей чашке Петри; р  -  
номер разведения; к -  коэффициент пересчета на сухую почву.
Сравнить количество нефтеокисляющих бактерий и грибов 
в разных пробах, а также выросших на разных средах при посеве 
разведений одной пробы.
4. Пересеять колонии грибов и бактерий на чашки Петри (с сус­
ло-агаром и МПА) с тем, чтобы получить чистые культуры деструк­
торов углеводов.
Изучить морфологию грибов, дрожжей и бактерий при помо­
щи светового микроскопа.
Представление результатов. Данные по количеству нефте­
окисляющих микроорганизмов в почвенных пробах с различным 
углеводородным загрязнением. Зарисовать морфологию клеток 
нефтеокисляющих микроорганизмов.
Работа 5
Нитрифицирующие бактерии почвы
Цель работ ы : познакомиться с методами культивирования 
хемолитоавтотрофных микроорганизмов.
Содержание работы . Хемолитотрофные бактерии могут ис­
пользовать в качестве доноров водорода или электронов неорга­
нические соединения или ионы, так как способны получать в ре­
зультате их окисления восстановленные эквиваленты и энергию 
для синтетических процессов. Получение энергии происходит, как 
правило, в результате дыхания с 0 2 как конечным акцептором во­
дорода. Большинство бактерий с таким типом метаболизма исполь­
зуют С 0 2 в качестве единственного или главного источника кле­
точного углерода.
Превращение аммиака в нитрат (нитрификация) осуществ­
ляется хемолитотрофными нитрифицирующими бактериями. Бак­
терии, осуществляющие первую фазу нитрификации, окисляют 
аммоний до нитритов. Бактерии второй фазы нитрификации окис­
ляют нитриты до нитратов. Нет такой бактерии, которая бы прямо 
превращала аммиак в нитрат.
Все автотрофные нитрифицирующие бактерии одноклеточные 
и относятся к грамотрицательным микроорганизмам. Среди них 
есть виды с разной морфологией: сферические, эллипсовидные, 
палочковидные, извитые, дольчатые, плеоморфные. Деятельность 
нитрифицирующих бактерий в результате образования кислот спо­
собствует выветриванию некоторых горных пород, в частности 
силикатных минералов. Долгое время считали, что деятельность 
нитрифицирующих микроорганизмов способствует повышению 
плодородия почв, так как они переводят аммиак в нитраты, кото­
рые хорошо используются растениями. Однако за последние годы 
взгляды на нитрификацию существенно изменились. Для плодо­
родия почв важно наличие в них солей аммония, которые лучше, 
чем нитраты, задерживаются в почве. Образование нитратов сти­
мулирует денитрификацию, отчего содержание азота может замет­
но снижаться.
В процессе нитрификации образуются вещества, токсичные для 
человека и животных, например нитриты.
Нитрифицирующие бактерии не только не нуждаются в орга­
нических веществах, но даже не развиваются в присутствии мно­
гих органических соединений. Для выделения и культивирования 
нитрифицирующих бактерий применяют либо жидкие минераль­
ные среды, либо гелевые пластинки, пропитанные соответствую­
щей минеральной средой.
Ход работы.
1. Поставить накопительные культуры нитрифицирующих бак­
терий. Соответствующие среды добавить в почву или воду из от­
крытых водоемов.
Жидкие среды для нитрифицирующих бактерий: 
для возбудителей первой фазы процесса (г/л дистиллирован­
ной воды):
(NH4)2S 0 4 20,0 NaCl 2,0
К2Н Р 04 1,0 FeS04 • 7Н20  0,4
M gS04 • 7Н20  0,5 СаСОз 5,0
для возбудителей второй фазы процесса (г/л дистиллирован­
ной воды):
N aN 02 1,0 К2Н Р04 0,5
Na2C 0 3 1,0 M gS04 * 7Н20  0,5
NaCl 0,5 FeS04 • 7Н20  0,4
Среды стерилизуют в автоклаве при 1 атм в течение 20 мин. 
Для лучшей аэрации среды разливают тонким слоем.
2. Через 15 дней изучить накопительные культуры при помо­
щи светового микроскопа, зарисовать морфологию нитрифициру­
ющих бактерий. Оценить изменения химического состава среды. 
В средах для возбудителей первой фазы нитрификации произво­
дят реакцию на аммоний реактивом Несслера и на азотистую кис­
лоту реактивом Грисса. В средах для возбудителей второй фазы 
нитрификации производят реакцию на азотистую кислоту с реак­
тивом Грисса и на азотную -  дифениламином. Дифениламин дает 
синее окрашивание в присутствии не только азотной, но и азотис­
той кислоты, поэтому азотистую кислоту необходимо исключить 
добавлением к среде мочевины.
3. Посев нитрифицирующих бактерий из накопительной куль­
туры на гелевые пластинки. Приготовление гелевых пластинок:
^концентрированную соляную кислоту (с удельным весом 
1,19) разбавляют водопроводной водой до уд. веса 1,10 по арео­
метру;
2) жидкое стекло -  кремнистый натрий (Na2S i03) -  разбавля­
ют до уд. веса 1,06-1,07 по ареометру;
3) к 0,5 л соляной кислоты (уд. вес 1,10) при постоянном поме­
шивании добавляют 0,5 л жидкого стекла. Смесь перемешивают;
4) смесь разливают в чашки Петри по 12-15 мл, чашки остав­
ляют открытыми на столе на 20-24 ч, пока не образуется гель;
5) открытые чашки с гелем промывают проточной водой 2 - 
3 суток, потом дистиллированной водой до отрицательной реак­
ции на хлорид-ион с A gN 03 в присутствии H N 03;
6) гелевые пластинки стерилизуют ультрафиолетовыми луча­
ми, для чего открытые гелевые пластинки помещают на расстоя­
нии 20 см от источника ультрафиолетового света и облучают в те­
чение 30 м.
Посев нитрификаторов первой фазы на гелевые пластинки. 
Готовят и стерилизуют два раствора.
Раствор I (г на 0,2 л дистиллированной воды):
К2Н Р04 0,5 FeS04 0,02
M gS04 0,3 M gC03 0,02
NaCl 0,3
Раствор II (г на 0,2 л дистиллированной воды):
(NH4)2S 04 20,0
На пластинки наносится 2 мл первого и 1 мл второго раствора. 
Жидкость равномерно распределяется по поверхности геля, после 
чего чашки подсушивают в термостате при температуре не выше 
50 °С до удаления избытка воды на поверхности геля. Затем на каж­
дую чашку вносят по 0,5 г стерильного мела, который предвари­
тельно тщательно растирают в ступке с минимальным количеством 
стерильной воды. Мел равномерно распределяют по поверхности 
геля, и чашки снова подсушивают в термостате. Среда должна 
иметь гладкую блестящую поверхность. Посев на гелевые плас­
тинки может быть произведен комочками почвы.
Через три недели учитывают количество комочков, около ко­
торых происходит развитие нитрифицирующих бактерий. О раз­
витии бактерий судят по растворению мела около комочков.
Аналогично нитрифицирующим бактериям получают накопи­
тельные культуры автотрофных бесцветных бактерий, окисляю­
щих соединения серы.
В природе широко распространены бактерии, использующие 
сероводород с образованием серы, которая накапливается в их 
клетках. Среди таких микроорганизмов есть одноклеточные и мно­
гоклеточные формы, образующие трихомы (например, Beggiatoa). 
Возможность роста в автотрофных условиях в результате окисле­
ния сероводорода для них не доказана. Бактерии, окисляющие серу, 
распространены в водоемах в зоне воды, куда с поверхности до­
ходит кислород, а снизу поступает сероводород. Они ассимилиру­
ют сероводород, образованный в анаэробной зоне сульфатредуцен-
тами. Эти микроорганизмы могут развиваться в горячих серных 
источниках. Их можно использовать для выщелачивания метал­
лов из руд. В результате образования серной кислоты эти бакте­
рии могут вызывать коррозию металлических, каменных, бетон­
ных сооружений.
Бактерии, способные к автотрофии при окислении сероводо­
рода и других неорганических соединений серы, относят к роду 
Thiobacillus. Наиболее часто рост этих бактерий обеспечивают 
тиосульфат, сера и сероводород. Окисление этих соединений ве­
дет к образованию сульфатов. Это грамотрицательные палочки, 
подвижные за счет полярно расположенных жгутиков. К автотро­
фии с использованием серы способны и термофильные ацидофиль­
ные бактерии, отнесенные к роду Sulfolobus.
Для получения накопительных культур этих бактерий можно 
использовать среду Боргардта (г/л дистиллированной воды):
Na2S 3,0 MgCl2 0,1
K2H PS04 0,2 Агар 30,0
NH4C1 0,1
Серобактерии развиваются в воде, которую наливают поверх 
агаризованной среды Боргардта.
Представление результатов. В качестве отчета необходимо 
представить рисунки морфологии серуокисляющих и нитрифици­
рующих бактерий, сравнить процент комочков почвы разных по­
чвенных проб, вокруг которых наблюдался рост нитрифицирую­
щих бактерий.
Работа 6
Прямые микроскопические методы 
учета микроорганизмов в почве
Цель работы : освоить метод прямого подсчета микроорганиз­
мов в почве.
Содержание работы . Прямые методы определяют в 1 000 раз 
больше бактерий, чем посев на питательные среды, даже малоэлек­
тивные. Часто для прямого микроскопического изучения почвы при­
меняют метод С. Н. Виноградского в модификации О. Г. Шульгиной.
Ход работы.
Среднюю пробу почвы массой в 5 г помещают в 250-милли- 
литровую колбу, содержащую 45 мл воды. Вода не должна содер­
жать клетки микроорганизмов. Колбу энергично встряхивают 
5 мин. В течение нескольких секунд дают осесть наиболее крупным 
почвенным частицам и затем автоматической пипеткой наносят 
на обезжиренное стекло определенный объем взвеси (0,01-0,05 мл). 
Одновременно с каплей суспензии на стекло наносят каплю 0,1 %-го 
очищенного от микробных клеток агара. Нанесенную взвесь при 
помощи покровного стекла равномерно распределяют по опреде­
ленной площади (8 см2). Предметное стекло предварительно накла­
дывают на бумажный трафарет, на котором отмечена эта площадь.
Покрытый агаром препарат фиксируют абсолютным спиртом 
и окрашивают карболовым эритрозином (5 г фенола и 5 г эритро- 
зина на 100 мл воды). Окрашивание продолжается от 1 ч до суток. 
Во время окрашивания препараты не должны высыхать, для чего 
их помещают в маленькие стаканчики с краской. Краску смывают, 
последовательно погружая стекла в 4-5 стаканов с водой. Препара­
ты высушивают и помещают под микроскоп (масляная иммерсия).
Производят определение количества клеток в 1 г абсолютно 
сухой почвы, учитывая среднее число клеток в поле зрения, пло­
щадь поля зрения микроскопа, определяемую при помощи объект- 
микрометра и объем нанесенной суспензии.
Представление результатов. Количество микроорганизмов 
в данной пробе почвы.
Работа 7
Накопительные культуры водорослей
Цель работы: освоить методы постановки накопительных 
культур водорослей.
Содержание работы. Микроскопические водоросли являются 
продуцентами органического вещества. В ходе процесса фотосин­
теза они выделяют кислород, необходимый для жизни обитателей 
водоема. Среди прокариотических водорослей (цианобактерий) 
есть виды, способные и к фиксации молекулярного азота. Массо­
вое развитие водорослей может иметь негативные последствия,
так как при разложении их отмершей биомассы в воде создается 
дефицит кислорода. По количеству водорослей и по их видовому 
составу можно судить о состоянии водоема. Отдельные виды мо­
гут выступать в качестве индикаторов чистоты или загрязнения. 
Помимо водоемов водоросли обнаруживаются и в почвах.
Ход работы.
1. Для выращивания водорослей используют более разбавлен­
ные среды, чем для бактерий. Органические вещества не вносятся.
Для постановки накопительных культур можно использовать 
следующие среды:
-  среда Тамия -  для зеленых водорослей (г/л дистиллирован­
ной воды):
-  раствор микроэлементов: Н3В 0 3 -  2,86 г/л, МпС12 * 4Н20  -  
1,81 г/л, Z nS04 • 7Н20  -  0,222 г/л, М о03 -  176,4 мг/10 л, NH4V 0 3 -  
229,6 мг/10 л.
Среда используется в различных разведениях.
-ср ед а  Чу-1 0 -  для сине-зеленых, зеленых и диатомовых во­
дорослей (г/л дистиллированной воды):
Ca(N 03)2 0,04 Na2C 0 3 0,02
К2Н Р04 0,01 Na2S i03 • 9Н20  0,025
M gS04 • 7Н20  0,025 FeCl3 • 6Н20  0,0008
-  среда Дрю -  для азотфиксирующих сине-зеленых водорос­
лей (г/100 мл дистиллированной воды):
К2Н Р04 0,2 СаС12 Следы
M gS04 • 7Н20  0,02 FeCl3 Следы
В качестве инокулята для накопительных культур использовать 
воду из различных водоемов.
2. При помощи светового микроскопа определить системати­
ческое положение, изучив клеточную морфологию водорослей.
Выявить предпочтение той или иной среды определенными 
группами водорослей и о распространении этих групп в исследу­
емых водоемах.
Представление результатов. Рисунки морфологии клеток 
микроскопических водорослей, определить их систематическое 
положение.
K N 03
M gS04 ■ 7Н20  
КН2Р 0 4
5,0
2.5
1.5
FeS04 • 7Н20  
ЭДТА
0,003
0,037
Работа 8
Анаэробные фотосинтезирующие бактерии
Цель работы: познакомиться с разнообразием аноксигенных 
фотосинтезирующих бактерий, с условиями их культивирования.
Содержание работы. Пурпурные и зеленые бактерии в процессе 
фотосинтеза не могут использовать воду в качестве донора водоро­
да. Им требуются доноры с более высокой степенью восстановле­
ния (H2S, Н2 или органические вещества), поэтому фотосинтез у этих 
бактерий протекает без выделения 0 2 (аноксигенный фотосинтез). 
Эти бактерии -  типичные водные организмы, распространенные как 
в пресной, так и в морской воде. Пурпурные бактерии делятся 
на две группы -  пурпурные серные и пурпурные несерные. Пред­
ставители первой группы в качестве доноров электронов преиму­
щественно используют восстановленные соединения серы, а бакте­
рии второй группы -  органические вещества.
Зеленые серные бактерии также используют соединения серы 
при аноксигенном фотосинтезе. От пурпурных бактерий они от­
личаются фотосинтетическими пигментами и отсутствием рибу- 
лозобисфосфат-карбоксилазы. Ассимиляцию С 0 2 они осуществ­
ляют через восстановленный цикл трикарбоновых кислот.
Фототрофные пурпурные и зеленые бактерии обитают в ана­
эробных зонах многих водоемов. Пурпурные серные бактерии об­
разуют скопления в меловодных прудах под слоем ряски. Листья 
ряски поглощают те спектральные компоненты света, которые 
могли бы использоваться зелеными водорослями и цианобактери­
ями, но пропускают свет, поглощаемый бактериохлорофиллами 
и темно-красными каротиноидами пурпурных бактерий.
Аноксигенные фототрофные бактерии ассимилируют продук­
ты анаэробного разложения органических веществ: H2S, органи­
ческие кислоты. Пурпурные несерные бактерии способны к асси­
миляции разнообразных ароматических соединений. Эти бактерии 
могут быть использованы для очистки бытовых сточных вод и сточ­
ных вод промышленных предприятий. Подавляющее большинстве* 
исследованных пурпурных и зеленых бактерий способно фикси­
ровать молекулярный азот.
Ход работы.
1. Постановка накопительных культур анаэробных фотосинте­
зирующих бактерий.
-  Среда для пурпурных несерных бактерий (г/л дистиллиро­
ванной воды):
яблочная кислота 1,0 NaCl 0,4
дрожжевой экстракт 0,2 СаС12 * 2Н20  0,05
NH4C1 0,4 КН2Р 0 4 0,5
M gS04 • 7Н20  0,2 NaHC03* 2,0
Раствор микроэлементов по Пфенингу 1 мл 
pH среды = 6,8-7,3
-  среда для зеленых и пурпурных бактерий (г/л дистиллиро­
ванной воды):
NH4C1 1,0 MgCl2 -6H 20  0,5
NaH C03* 2,0 СаС12 • 2Н20  0,1
КН2Р 0 4 1,0 Na2S • 9Н20*  1,0
Витамин В 12 1 мкг
Раствор микроэлементов по Пфенингу 1 мл 
pH = 7,0-8,0
Стерильными средами заполнить доверху стеклянные флако­
ны, закрыть флаконы резиновыми пробками. В качестве инокуля- 
та использовать ил из различных водоемов. Засеянные флаконы 
инкубировать в люминостате при t = +30 °С.
2. При помощи светового микроскопа изучить морфологию 
фотосинтезирующих бактерий, которые выросли в накопительных 
культурах. Изучить коллекцию коллекционных штаммов пурпур­
ных бактерий (Rhodospirillum rubrum, Rhodopseudomonas palustris, 
Rhodobacter sphaeroides, Ectothiorhodospira shaposhnikovii, Chroma- 
tium minutissimum) и зеленых бактерий (Chlorobium limicola).
Представление результатов. Рисунки морфологии клеток 
коллекционных фотосинтезирующих бактерий и бактерий, кото­
рые развивались в накопительных культурах.
Контрольные вопросы
1. Как определяются санитарно-микробиологические показатели 
воды. Методы определения количества микроорганизмов в воде.
2. Какие бактерии группы кишечной палочки используются для са­
нитарного контроля? Назовите их отличительные признаки.
* Стерилизуют отдельно и вносят в среду перед посевом.
3. Каковы роль микроорганизмов в деструкции целлюлозы лесной 
подстилки и методы определения их количества?
4. Как определяется количество микроорганизмов в почве?
5. Назовите основные группы почвенных микроорганизмов самоза- 
растающих отвалов различного возраста, их роль в зарастании.
6. В чем суть методов определения количества углеводородокисля- 
ющих микроорганизмов в почве?
7. С какой целью сравнивается активность микроорганизмов -  деструк­
торов углеводородов?
8. Какие методы постановки накопительных культур водорослей вы 
знаете?
9. Как влияет различная степень антропогенного загрязнения на ви­
довой состав микроводорослей в водоемах?
10. Какова роль хемолитоавтотрофных микроорганизмов в кругово­
роте веществ в природе?
11. Как можно использовать микроорганизмы в мониторинге состоя­
ния окружающей среды и для борьбы с антропогенным загрязнением?
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5. МЛЕКОПИТАЮЩИЕ 
В ЭКОЛОГИЧЕСКОМ МОНИТОРИНГЕ*
Млекопитающие -  наиболее изученная в отношении морфо­
логического строения, структуры популяции, параметров измен­
чивости группа живых организмов. Уже поэтому привлечение 
подходящих к каждому конкретному случаю видов этого класса 
в биоиндикационные исследования не только допустимо, но и же­
лательно. Более того, поскольку человек относится к тому же классу, 
многие реакции его организма на то или иное воздействие на всех 
уровнях организации будут сходны с реакциями индикаторных 
видов, вследствие чего использование в качестве биоиндикаторов 
млекопитающих нередко позволяет решить ряд медико-биологичес­
ких проблем, возникающих в связи с антропогенными факторами, 
действующими на данной территории. Еще одно немаловажное 
достоинство использования млекопитающих в экологическом мо­
ниторинге -  это относительная доступность их для коллектирова- 
ния и наблюдения, причем наблюдения как самих животных, так 
и следов их жизнедеятельности (в том числе и собственно следов), 
которые нередко могут быть сами по себе наблюдаемыми пара­
метрами, служащими для оценки отслеживаемого антропогенно­
го воздействия на биогеоценозы.
Работа 1
Основные параметры биоразнообразия 
мелких млекопитающих
Цель работы : освоить методы сбора и определения мелких 
млекопитающих и определить основные параметры биоразнооб­
разия их сообществ и популяций.
Содержание работы. Использование млекопитающих в целях 
экологического мониторинга эффективнее всего проводить в терми-
* © К. И. Бсрдюгин, В. Н. Большаков, 2005
нах биологического разнообразия. Наиболее массовый материал, 
необходимый для анализа состояния биоты, надежнее всего по­
лучить на наиболее многочисленной (и поэтому играющей в эко­
системах очень важную роль) группе млекопитающих -  мелких 
млекопитающих. Традиционно к ним относят мелких наземных 
грызунов и насекомоядных из семейства Soricidae. Сохранение 
показателей биоразнообразия в составе и структуре какой-либо 
группы организмов на той или иной территории обычно свиде­
тельствует о нормальном функционировании биоты изучаемой 
территории, тогда как отклонения являются показателями нару­
шений в состоянии биогеоценозов. Наиболее эффективно для мо­
ниторинговых исследований изучение биоразнообразия на уровне 
структуры сообществ мелких млекопитающих, а также на попу­
ляционном уровне. В первом случае прослеживается динамика 
видового состава и численности всех видов, входящих в состав 
совокупностей (сообществ, или гильдий), образующих население 
изучаемой территории. Во втором случае наиболее показательны 
интерьерные признаки особей, составляющих популяции наибо­
лее обильных видов, образующих на ней население мелких мле­
копитающих. Такие интерьерные показатели отражают напряжен­
ность энергетических взаимоотношений этих животных со средой 
их обитания (Шварц и др., 1968; Большаков, 1972).
Полевой этап работы заключается в сборе материалов по мел­
ким млекопитающим в природе. Для того чтобы получить сравни­
тельные оценки параметров разнообразия, сбор данных необхо­
димо производить на двух участках: на наблюдаемой (исследуемой) 
территории, находящейся под воздействием фактора, и на эталон­
ном участке, не измененном антропогенными воздействиями или 
измененном в минимальной степени. Обычно такие контрольные 
площади выбираются на особо охраняемых природных террито­
риях (ООПТ). Чтобы полученные оценки были валидны, должны 
быть соблюдены определенные условия при выборе исследуемо­
го и контрольного участков.
Во-первых, необходимо сходство изначальных ландшафтно­
экологических условий на сравниваемых участках, что означает 
сходство погодно-климатических условий, рельефа, гидрологичес­
ких условий, биогеоценотического покрова до начала антропоген­
ных воздействий на наблюдаемом участке.
Во-вторых, места проведения наблюдений должны быть четко 
определены, топографически зафиксированы, неизменны в тече­
ние длительного времени, легкодоступны для проведения иссле­
дований; должны обеспечивать возможность проведения комплекса 
наблюдений (сбор проб для оценки степени загрязнения, фено-, 
фито-, энтомо-, дендрологические наблюдения, наблюдения за со­
стоянием населения мелких млекопитающих и т. д.).
В-третьих, должны быть также обозначены, привязаны к чет­
ко определяемым фенологическим событиям сроки конкретных 
наблюдений.
В-четвертых, сбор данных должен проводиться на постоянных 
(стационарных) учетных линиях, располагаемых в типичных мес­
тообитаниях как на контрольной территории, так и на исследуе­
мой. На территориях с равнинным ландшафтом минимальное ко­
личество подлежащих обследованию местообитаний должно 
соответствовать двум крайним элементам на ландшафтно-эколо­
гическом профиле местности -  плакору, или водоразделу (элюви­
альная часть биогеохимической катены в ландшафте) и пойме ос­
новной водной артерии или основного водоема этой территории 
(аккумулятивная часть биогеохимической катены в ландшафте). 
В первом случае в качестве участка для наблюдений выбирается 
биотоп, соответствующий типичным зональным (наиболее распро­
страненным климаксным или при их отсутствии субклимаксным) 
лесным биоценозам на контрольном участке и наиболее значимым 
антропогенно измененным местообитаниям на наблюдаемом участ­
ке. Во втором случае выбирается биотоп, соответствующий наи­
более распространенному в данной местности пойменному азо­
нальному лесному биоценозу на контрольном участке, и биотоп, 
возникший на его месте на наблюдаемом участке. Выбор тех или 
иных биотопов проводится в обоих случаях на основе оценок пло­
щади распространения соответствующих лесных биоценозов по дан­
ным последнего по времени проведения лесоустройства. На терри­
ториях с горным или увалистым рельефом минимальное число 
местообитаний, в которых проводятся мониторинговые наблюдения, 
должно соответствовать вертикальной дифференциации биоцено-
тического покрова, т. с. стационарные учетные линии должны рас­
полагаться в наиболее представленных (типичных) коренных био­
ценозах различных высотных поясов.
Сбор мелких млекопитающих на стационарных учетных ли­
ниях проводится ежегодно дважды за генеративный период (сезон 
размножения), который в целом совпадает с вегетационным пери­
одом растений. Первый тур учетных отловов проводится в началь­
ный период сезона размножения, т. е. во второй половине мая -  
первой половине июня, второй тур отловов -  во второй половине 
августа -  первой половине сентября. Различия погодных условий 
отдельных лет обусловливают сдвиг сроков начала и конца гене­
ративного периода и соответственно проведения учетов. Первый 
тур отловов следует проводить сразу после окончания цветения 
черемухи, второй -  в период осеннего расцвечивания листьев-  
начала листопада.
Каждая учетная линия состоит из 25 линейно расставленных 
через 5 м друг от друга на поверхности земли ловушек Геро. Каж­
дая ловушка при постановке на местности снаряжается приман­
кой, представляющей собой кубик хлеба размером около 1 см3, 
смоченного нерафинированным растительным (подсолнечным) 
маслом. При необходимости (в случаях, если она объедена, вы­
сохла или, наоборот, размокла) приманка заменяется на новую. 
Один тур отловов на каждой стационарной линии продолжается 
четверо суток. Проверка ловушек и сбор пойманных животных 
проводится один раз в сутки в утренние часы (чем теплее погода, 
тем раньше) с таким расчетом, чтобы минимизировать их порчу 
хищниками, падальщиками и вследствие разложения.
Все собранные при проверке учетных линий животные в тот 
же день осматриваются с целью предварительного определения 
видовой принадлежности и подвергаются первичной обработке 
по методике, описанной в справочнике-определителе «Млекопи­
тающие Свердловской области» (Большаков и др., 2000). Фиксиру­
ются их видовая принадлежность (предварительно), дата поимки, 
место поимки (местообитание), пол, возраст (предварительно), 
общий вес, длина тела, хвоста, задней ступни, уха, состояние 
генеративных органов (вес семенников у самцов, наличие или 
отсутствие эмбрионов или желтых тел беременности и их количе­
ство у самок), наличие или отсутствие тимуса, вес отпрепариро­
ванных сердца, печени, почки, надпочечника. Особенности техники 
препарирования внутренних органов описаны в соответствующем 
разделе книги С. С. Шварца с соавторами (1968). Все вышепере­
численные данные о каждом животном, полученные в результате 
первичной обработки, заносятся в полевой журнал учета в виде 
отдельных таблиц на каждый тур отловов. На этом заканчивается 
полевой этап.
Представление результатов. Очищенные от мягких тканей 
черепа пойманных животных и их шкурки (в случае, если они 
также коллектируются), которые используются для окончательно­
го определения видовой принадлежности и уточнения возраста 
каждого пойманного животного. Полевой журнал (в виде табли­
цы) служит основной формой представления результатов.
Структура населения мелких млекопитающих (грызуны)
Вид
Биотоп
Контроль Наблюдаемый участок
Относительная
численность
Доля,
% Рі
Относительная
численность
Доля,
% Р і
А
В
С
Н
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Работа 2
Параметры биоразнообразия 
сообществ мелких млекопитающих
Цель работы : сравнить биоразнообразие сообществ мелких 
млекопитающих на контрольном и наблюдаемом участках.
Содержание работы. В камеральных условиях проводится 
анализ параметров биоразнообразия сообществ мелких млеко­
питающих как индикаторов состояния экосистем наблюдаемого 
региона или локалитета. Суть его состоит в том, что два таких 
экологически (трофически) различных компонента экосистем, как 
грызуны (консументы первого порядка) и насекомоядные (по сво­
ей трофической сути хищники), отражают состояние двух важней­
ших трофических цепей в экосистемах. Поэтому динамика струк­
туры сообществ грызунов и землероек может продемонстрировать 
наличие или отсутствие негативных изменений в этих экосисте­
мах в целом. Для анализа динамики биоразнообразия сообществ 
мелких млекопитающих необходимо провести инвентаризацию 
животных, отловленных на учетных линиях. Инвентаризация за­
ключается в том, что составляются сводные таблицы, в которых 
приводятся данные о видовом составе и относительной численно­
сти мелких млекопитающих на каждой учетной линии. На осно­
вании этих данных рассчитывается долевое участие каждого вида 
в сообществах мелких млекопитающих для контрольного и наблю­
даемого участков. В совокупности эти параметры, т. е. видовой 
состав, относительная численность каждого вида и его долевое 
участие в сообществе составляют основной каркас структуры опи­
сываемых сообществ. Долевое участие видов в сообществе гры­
зунов и насекомоядных следует рассчитывать отдельно по каждой 
группе, поскольку слишком различна их трофическая специфика. 
Но следует обязательно включить в число анализируемых пара­
метров общее соотношение грызунов и насекомоядных, поскольку 
сдвиги в этом соотношении на разных участках могут свидетель­
ствовать о серьезных изменениях в составе биомассы травянис­
тых растений или биомассы почвенной мезофауны.
Кроме структурных параметров сообществ в анализе необхо­
димо использовать и некоторые параметры, характеризующие соб­
ственно их разнообразие. К таким параметрам относятся индексы 
разнообразия и индексы выравненное™ и/или невыравненности. 
Индексом разнообразия, показывающим видовое богатство сооб­
щества, является собственно число видов, составляющих это со­
общество. Индексы выравненное™ (или невыравненности) пока­
зывают, насколько равномерно (или неравномерно) распределены 
эти виды в сообществе по численности. Простейшим из них явля­
ется так называемый индекс доминирования, который представ­
ляет собой просто долю в сообществе наиболее многочисленного 
вида. В настоящее время разработано очень много индексов раз­
нообразия и выравненное™ (Лебедева и др., 1999; Мэгарран, 1992; 
Песенко, 1982). Для случаев описания биоразнообразия сообществ 
мелких млекопитающих наиболее подходящим параметром раз­
нообразия можно принять основанный на информационной мере 
индекс разнообразия Шеннона -  Уивера
Я ' = In p h
где величина p t -  доля особей /-го вида.
В соответствии с этим целесообразно использовать основан­
ный на этой мере показатель выравненное™
* Е = # 7  In S,
где S -  число видов, входящих в сообщество.
Представление результатов. На основании полученных ре­
зультатов необходимо сделать заключение о наличии или отсут­
ствии различий в биоразнообразии сообществ мелких млекопита­
ющих на контрольном и наблюдаемом участках и соответственно 
заключение о состоянии биоты наблюдаемого участка. Заключе­
ние оформить в вид^ отчета, включающего таблицы (для землеро­
ек и грызунов отдельно) и графики.
Структура населения мелких млекопитающих (землеройки)
Вид
Биотоп
Контроль • Наблюдаемый участок
Относительная
численность
Доля, 
% Р і
Относительная
численность
Доля,
% Р і
А •
В
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Метод морфофизиологических индикаторов
Цель работы: провести сравнительный анализ морфофизио­
логических показателей массовых видов мелких млекопитающих 
наблюдаемого и контрольного участков и оценку напряженности 
отношений их со средой обитания.
Содержание работы . Анализ изменения параметров биораз­
нообразия сообществ мелких млекопитающих позволяет охарак­
теризовать общее состояние биоты (экосистем) той территории, 
на которой проводится экологический мониторинг, но чаще всего 
он не позволяет выявить основные причины указанных измене­
ний. Поэтому его необходимо дополнить анализом внутрипопуля- 
ционного биоразнообразия основных (наиболее массовых) видов. 
Конкретными механизмами приспособления животных, состав­
ляющих популяцию или внутрипопуляционную группировку, яв­
ляются физиологические механизмы, в первую очередь реагиру­
ющие на изменение условий существования. После выхода в свет 
работ С. С. Шварца и его коллег, в том числе обобщающей книги 
(Шварц и др., 1968), несомненна также связь интенсивности функ­
ционирования тех или иных физиологических механизмов с раз­
мерами и весом органов, осуществляющих эти функции. На этом 
основан метод морфофизиологических индикаторов, разработан­
ный в Институте экологии растений и животных под руководством 
академика С. С. Шварца (1968).
Одной из основных характеристик степени адаптации организ­
ма животных к условиям существования является напряженность 
энергетического обмена, различные аспекты которого находят свое 
отражение в размерах (весе) главным образом таких органов, как 
сердце, печень, почка, надпочечник. Например, величина индекса 
сердца связана главным образом с энергозатратами на двигатель­
ную активность и химическую терморегуляцию; индекс печени 
тесно связан с кормовой обеспеченностью, т. е. с возможностями 
получения энергии; индекс почки отражает энергетику водно-со­
левого обмена; индекс надпочечника -  энергетику размножения
и общей стрессированности особи. В работе предлагается проана­
лизировать относительный вес этих органов у животных конт­
рольной и наблюдаемой территорий.
Используя данные полевых журналов, необходимо рассчитать 
индексы вышеперечисленных органов, свести полученные резуль­
таты в единые таблицы и рассчитать стандартную статистику с по­
лучением средних величин и дисперсий. Эти данные необходимы 
для предварительного выявления наличия или отсутствия разли­
чий по тем или иным морфофизиологическим параметрам между 
сравниваемыми группами животных.
Далее необходимо провести сравнительную оценку значимос­
ти выявленных различий. В любом случае необходимо кроме срав­
нения различий по средним сравнивать и размах изменчивости 
анализируемых параметров, поскольку в настоящее время извест­
но, что на неблагополучных по своим экологическим условиям 
территориях нередкое явление -  увеличение изменчивости (т. е. 
разнообразия) целого ряда показателей, характеризующих состоя­
ние биосистем, при сходстве или даже равенстве их по средним 
величинам. Современные компьютерные программы по статисти­
ке предлагают большой набор методов проведения таких сравни­
тельных оценок, что показано в последнем разделе настоящего 
методического руководства. Выбор того или иного метода мы ос­
тавляем за исполнителями работы с соответствующим обоснова­
нием их выбора.
В завершение этого этапа работы выполняющие ее студенты 
должны интерпретировать полученные результаты с позиций эко­
логической их обусловленности и значимости для нормального 
функционирования экосистем на участке, где проводится экологи­
ческий мониторинг, и для человека.
Представление результатов. Заключительный отчет, содер­
жащий экологическую интерпретацию полученных результатов 
и снабженный табличным и графическим материалом, подтверж­
дающим сделанные выводы. Для каждого индекса вычисляются 
среднее, среднее квадратичное отклонение, ошибка среднего, ко­
эффициент вариации по всей выборке.
№ животного
Индексы
Сердце Почки Печень Надпочечники Селезенка
1
2
Контрольные вопросы
1. Основные приемы сбора материала по мелким млекопитающим.
2. Значение использования мелких млекопитающих в экологическом 
мониторинге.
3. Биоразнообразие как показатель сохранения/изменения экосистем 
и их отдельных компонентов.
4. Основные положения метода морфофизиологических индикаторов.
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6. СТАТИСТИЧЕСКИЕ И КОМПЬЮТЕРНЫЕ 
МЕТОДЫ ОБРАБОТКИ МАТЕРИАЛА*
Применение компьютерных технологий при работе с различ­
ными устройствами персонального компьютера и работе в сети 
является необходимым элементом современного научного экс­
перимента. Знание принципов и методик использования специ­
ального программного обеспечения позволяет применять их для 
обработки, оформления, хранения результатов наблюдений, изме­
рений, исследований, полученных в различных разделах практи­
кума.
Работа 1 
Персональный компьютер
Цель работы : изучить основные устройства компьютера, на­
учиться тестировать их работоспособность, выполнять основные 
настройки (монитора, памяти, принтера, сканера), научиться хра­
нить и защищать свою информацию от несанкционированного 
доступа и вирусов.
Техническое и программное обеспечение: персональный ком­
пьютер, принтер, сканер, дискеты, картриджи, WINDOWS, анти­
вирусная система, WORD, FINE READER.
Содержание работы. Устройство современного компьютера. 
Рассматриваются основные компоненты компьютера: процессоры, 
память, мультимедиа, носители информации, принтеры, сканеры, 
мониторы. На примерах конкретных задач отрабатываются основ­
ные алгоритмы работы с устройствами: включение, тестирование, 
настройка, использование.
Основные задачи данной работы:
1) проверить работоспособность персонального компьютера;
2) оценить размеры свободной и занятой памяти;
3) протестировать носители информации на наличие вирусов;
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4) подготовить к работе дискету, CD-диск;
5) создать двухуровневый каталог и сохранить информацию 
на дисках;
6) произвести архивацию информации, установить защиту;
7) настроить сканер, отсканировать документ, сохранить резуль­
тат в виде текстового файла и в виде графического файла;
8) подготовить к печати файлы и выполнить настройку печата­
ющего устройства, распечатать текстовый и графический файлы;
9) при необходимости устранить мелкие неисправности, отме­
нить печать, снять задание из очереди печатающего устройства.
Сначала проверяется безопасность рабочего места. Затем не­
обходимо убедиться в том, что все устройства: принтер, сканер -  
подключены к компьютеру и включены в электросеть. Затем про­
изводят включение самого компьютера. Это обезопасит компью­
тер от лишних перегрузок. После загрузки операционной систе­
мы WINDOWS на мониторе появляются рабочий стол и панель 
задач (рис. 1).
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Используя кнопку «Пуск», выберите команды «Настройка», «Па­
нель управления», в раскрывшемся окне будут видны все устрой­
ства вашего компьютера (рис. 2). Здесь можно посмотреть харак­
теристики различных устройств, установить дату и время, при 
необходимости установить новые программы и оборудование, если 
вы обладаете на эти действия правами.
Можно проверить свойства экрана и выполнить настройку 
внешнего вида рабочего стола. Для этого выбирается закладка 
«Настройка», в раскрывшемся окне используются кнопки «Допол­
нительно», «Устранение неполадок», «Цветовая палитра». Для на­
стройки поверхности рабочего стола выбирается закладка «Фон»,
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где можно подобрать основу по шаблонам или без. Заставка по вку­
су настраивается соответствующей закладкой.
Выбирая интересующее устройство, можно получить о нем 
необходимую информацию, например информацию о принтере 
(рис. 3).
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Для проверки носителей информации нужно выбрать с рабо­
чего стола ярлык «Мой компьютер» и раскрыть его содержимое 
двойным щелчком левой кнопки мыши. На экране появится сле­
дующая информация (рис. 4).
Выберите нужный диск и, щелкнув на нем правой кнопкой 
мыши, выберите из контекстного меню команду «Свойства», по­
лучите информацию о занятости диска и размерах свободного 
пространства.
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Убедившись, что все необходимые устройства подключены, 
можно начинать работу.
Выполните тестирование вашего компьютера на вирусы. Для 
этого используют чаще всего АѴР -  сканер лаборатории Касперско­
го (рис. 5) или NORTON ANTIVIRUS. Первая система является 
русскоязычной и поэтому наиболее удобна для непрофессионалов. 
При вызове ее необходимо указать объекты проверки и действия.
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ітера бы на произведена успешно.
Последняя полная проверка компьютера была произведена 12 дней назад 
(18 10.2005 Ю:12;57).
Проверка компьютера по расписанию вкгесчена. Вы можете изменить
Антивирусные базы сильно устарели.
Используемые вами антивирусные базы бытч выпущены ЗЭв дней назад 
(26.11.2004 15:01:0Б). Для аффективной работы программе необходимы 
актуальные антивирусные базы.
Обнов лемме антивирусных баз невозможно, поскольку исток строк 
действия лицензии, вы можете узнать о продлении пицвнзты.
ЗАО "Лаборатория Касперского*, 1996-2004. Все права защищены. Ч < а ( п : і>(к о г о
Затем начните проверку. В случае обнаружения подозритель­
ных объектов будут выданы соответствующие предупреждения 
и произведено лечение. Если же обнаруженный вирус не зареги­
стрирован в вашей системе, то необходимо прибегнуть к помощи 
специалистов. В конце проверки выдается статистика (рис. 6).
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В некоторых случаях на дисках появляются так называемые 
«сбойные» участки, для исключения их из работы рекомендуется 
выполнить форматирование этих дисков. Помните, что формати­
рование жестких дисков лучше не делать самостоятельно, без спе­
циалистов. Пользователь форматирует свои дискеты, CD-диски, 
доступные для перезаписи. Эта команда вызывается щелчком пра­
вой кнопки мыши на ярлыке выбранного диска и выбором коман­
ды «Форматировать» (рис. 7).
После успешного завершения операции будет выдано сообще­
ние о размере памяти этого диска. Теперь на нем можно создавать 
каталоги разного уровня. Откройте щелчком левой кнопки мыши 
ваш диск и выберите в меню «файл» команды «Создать» и «Пап­
ку», дайте ей имя. Для создания внутренней папки откройте ранее 
созданную и создайте еще нужное количество папок. Увидеть 
структуру вложений можно с помощью программы «Проводник» 
(рис. 8).
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Следующий этап связан с работой сканера. С помощью этого 
устройства создается графическая копия объекта сканирования: 
текстового документа, рисунков, фото, схем, диаграмм, слайдов 
с пленки. Воспользуемся для этого программой FINE READER. 
Программа выполняет основные операции: сканирует изображе­
ние, распознает его, позволяет его редактировать при необходи­
мости, сохраняет в нужном формате в виде файла, распечатывает 
на принтер. Установите объект (фото, текст, схему) в сканер. Нач­
ните сканирование и распознавание. Сохраните результаты в виде 
файлов на подготовленной дискете. Помните, графические файлы 
занимают достаточно большое место на дисках. Распечатайте со­
держимое на принтере. Подготовьте отчет.
Представление результатов. Рапорт о состоянии компьюте­
ра и его ресурсах, два печатных документа, диски с подготовлен­
ной информацией.
Работа 2
Локальная сеть и работа в Интернете
В работе рассматриваются компьютерные сети. Организация 
локальной сети: сервер -  рабочие станции. Сетевые устройства: 
карты, модемы, хабы. Отрабатываются основные приемы работы 
в сети: идентификация пользователя, права, использование сете­
вых ресурсов. Рассматриваются приемы работы в глобальной сети: 
работа с поисковыми машинами, подбор материалов и публика­
ций на заданную тему, организация работы с почтовым сервером, 
создание и обслуживание почтового ящика. Рассматриваются ме­
тодики подготовки материалов для мультимедийных средств: раз­
работка Web-приложений, презентаций.
Цель работы, изучить структуру сети, научиться пользовать­
ся ее ресурсами, получить навыки работы в Интернете.
Техническое и программное обеспечение: локальная сеть, се­
тевые карты, кабели, модемы, хабы. Сервер, рабочие станции. 
Организация сетей под управлением WINDOWS, NET WARE, 
INTERNET EXPLORER, NETSCAPE NAVIGATOR, поисковые 
машины RAMBLER, YANDEX.
Содержание работы. Для выполнения работы необходимо 
выполнить следующие задания:
1) зарегистрироваться у администратора сети, получить «имя» 
и «пароль»;
2) открыть сеанс работы, подключить сетевой диск;
3) создать на нем папки для информации: РЕЗУЛЬТАТЫ, ДО­
КУМЕНТЫ;
4) запустить программу INTERNET EXPLORER, открыть сайт 
УрГУ, найти информацию своей кафедры;
5) открыть сайт поисковой машины www.rambler.ru, используя 
рубрики найти информацию о таких же специальностях в универ­
ситетах России. Сохранить найденную информацию в папке РЕ­
ЗУЛЬТАТЫ;
6) используя сайт www.altavista.digital.com, отыскать информа­
цию о подобных специальностях в зарубежных университетах. 
Сохранить найденную информацию в папке РЕЗУЛЬТАТЫ;
7) составить таблицу с результатами поиска, в которой указать 
названия вузов, специальностей, адреса, контакты;
8) открыть сайт почтовой машины www.mail.ru, ознакомиться 
с правилами регистрации, создать почтовый ящик, просмотреть 
его структуру и способы администрирования.
План выполнения работы. Знакомство с категориями пользо­
вателей и их правами. Войдите в сеть, введите имени пользова­
теля, пароль. Для просмотра сетевого окружения выберите соот­
ветствующий ярлык на рабочем столе. Проверьте доступность 
ресурсов. Откройте ярлык «Мой компьютер», выберите команду 
<Сервис> и подключите сетевой диск (рис. 9).
Кнопкой <Обзор> найдите его и откройте свою папку с вашим 
именем. Завершите операцию кнопкой <Готово>. После этих опе­
раций в окне «Мой компьютер» появится ваш сетевой диск.
Для выхода в глобальную сеть используются специальные про­
граммы -  браузеры, например INTERNET EXPLORER. Выберите 
ее ярлык и запустите. На экране откроется сайт, заявленный ра­
нее. Для выхода на сайт университета укажите адрес: www.usu.ru 
(рис. 10).
Просмотрите информацию вашего факультета, кафедры, спе­
циализации. Сделайте копии и сохраните на сетевом диске.
Windows выполнит подключение к  общей сетевой 
папке и назначит для нее букву диска, так что можно 
будет обращаться к  папке через "Мой компьютер".
Укажите букву диска для подключения и папку, к  
которой необходимо подключиться:
Диск:
Папка:
3
3 Обзор...
Пример: \\server\share 
W  восстанавливать при входе в систему 
Подключение под ДйУГШ Ш Й ібН- 
Создать ярлык веб-папки или FTP-узла.
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Рис. 9
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Укажите адрес поисковой машины www.rambler.ru (рис. 11), 
откройте и просмотрите рубрики, откройте рубрику «Образова­
ние» и в строке поиска укажите название интересующей специ­
альности.
Заполняйте образец маленькими буквами, это даст больше ва­
риантов. Среди найденного материала задайте поиск слова «уни-
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верситет». Отберите полезную информацию и сохраните у себя 
на диске.
Для поиска зарубежных вузов воспользуйтесь сайтом www. 
altavista.digital.com. Подберите и сохраните информацию. Систе­
матизируйте найденные сведения в таблицу. Сохраните в файле. 
Опишите возможности поисковых систем и сохраните в другом 
файле.
Создайте почтовый ящик на сайте www.mail.ru (рис. 12).
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Рис. 12
Внимательно читайте инструкцию на сайте и отвечайте на воп­
росы анкеты. Затем создайте сообщение, напишите отчет, прикре­
пите файлы с информацией, установите опцию «подтвердить про­
чтение» и отошлите по указанному адресу.
Представление результатов. Подготовить файл, описываю­
щий возможности поисковых систем, создать сообщение с отче­
том, включить опцию «уведомление о прочтении», прикрепить 
к нему два файла (описание и таблицу) и отправить по адресу 
teacher_urgu@mai 1. ru.
Работа 3
Обработка результатов наблюдений и экспериментов 
в системе EXCEL
Использование специального программного обеспечения: биб­
лиотека стандартных функций системы EXCEL (статистические, 
математические).
Цель работы : научиться оформлять результаты наблюдений в 
виде таблиц, выполнять расчеты, трансформировать данные, ис­
пользовать библиотеку стандартных функций, уметь иллюстриро­
вать данные графиками для получения всестороннего отчета по 
проделанному эксперименту.
Техническое и программное обеспечение: персональный ком­
пьютер, принтер, дискеты, WINDOWS, антивирусная система, 
система EXCEL.
Содержание работы. По результатам эксперимента у 30 цвет­
ков ириса измерены длина и ширина лепестков и чашелистика. 
Условно определен тип ириса.
Fisher (1936) iris data:
Length & width o f sepals and petals, 3 types o f Iris
№ SEPALLEN SEPALWID PETALLEN PETALW1D IRISTYPE
1 4,6 3,2 1,4 0,2 SETOSA
2 6 2,9 4,5 1,5 VERSICOL
3 5,7 2,6 3,5 1 VERSICOL
4 5,7 4,4 1,5 0,4 SETOSA
5 5 3,6 1,4 0,2 S E T O SA
6 7,7 3 6,1 2,3 VIRGINIC
7 6,3 3,4 5,6 2,4 VIRGINIC
8 5,8 2,7 5,1 1,9 VIRGINIC
9 5,7 2,9 4,2 1,3 VERSICOL
№ SEPALLEN SEPALWID PETALLEN PETALWID IRISTYPE
10 7,2 3 5,8 1,6 VIRGINIC
11 5,4 3,4 1,5 0,4 SETOSA
12 5,2 4,1 1,5 0,1 SETOSA
13 7,1 3 5,9 2,1 VIRGINIC
14 6,4 3,1 5,5 1,8 VIRGINIC
15 6 3 4,8 1,8 VIRGINIC
16 6,3 2,9 5,6 1,8 VIRGINIC
17 4,9 2,4 3,3 1 VERSICOL
18 5,6 2,7 4,2 1,3 VERSICOL
19 5,7 3 4,2 1,2 VERSICOL
20 5,5 4,2 1,4 0,2 SETOSA
21 4,9 3,1 1,5 0,2 SETOSA
22 7,7 2,6 6,9 2,3 VIRGINIC
23 6 2,2 5 1,5 VIRGINIC
24 5,4 3,9 1,7 0,4 SETOSA
25 6,6 2,9 4,6 1,3 VERSICOL
26 5,2 2,7 3,9 1,4 VERSICOL
27 6 3,4 4,5 1,6 VERSICOL
28 5 3,4 1,5 0,2 SETOSA
29 4,4 2,9 1,4 0,2 SETOSA
30 5 2 3,5 1 VERSICOL
Необходимо:
1) определить достоверность полученных результатов;
2) вычислить среднее, дисперсию, ошибку, стандартное откло­
нение;
3) построить частотную диаграмму;
4) результаты оформить в виде таблицы и графиков;
5) распечатать таблицу и графики;
6) сохранить результаты на дискете.
План выполнения работы . Выберите для выполнения рабо­
ты программу MICROSOFT EXCEL. После загрузки программы 
на чистом листе введите данные в табличную форму. Отрегули­
руйте размеры строк и столбцов, используйте меню «Формат»: 
«Строки» («Высота») или «Столбцы» («Ширина») (рис. 13).
Выполните выравнивание данных по центру. Выделите па­
раметры наблюдений заливкой фона одного цвета, для этого вы-
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Рис. 13
делите нужный блок данных и используйте элемент «Заливка» 
из панели форматирования.
Для выполнения расчетов подготовьте место для результатов. 
Внесите под таблицей в первый столбец названия статистических 
функций. Установите курсор под второй столбец и воспользуйтесь 
мастером функций «fx» (рис. 14).
Категория: Функция:
110 недавно использовавшихся j J  I
Полный алфавитный перечень ACOS —1
Финансовые ACOSH
Дата и время ASIN
Математические ASINH
Статистические AT AN
Ссылки и массивы ATAN2
Работа с базой данных ATANH
Текстовые COS
Логические COSH
Проверка свойств и значений j J EXP _ l!
А В 5(число)
Возвращает модуль (абсолютную величину) числа.
Выберите категорию статистических функций, из открываю­
щегося списка подберите необходимую функцию, например сред­
нее значение СРЗНАЧ, и укажите блок данных из второго столбца 
для подсчета (рис. 15).
Рис. 15
Нажмите кнопку <ОК>. Установите курсор на полученное зна­
чение и потяните рамку за правый нижний угол вправо, подобные 
расчеты будут выполнены для других данных.
Для построения графиков необходимо сначала вычислить час­
тоты, которые, в свою очередь, требуют задания границ классов. 
За последней строкой таблицы внесите пограничные значения 
в первый столбик. Воспользуйтесь функцией ЧАСТОТА (исход­
ный массив; массив классов). Выделите блок ячеек, соответству­
ющий этим классам и измеренным параметрам. Введите функцию 
частоты (все диапазоны ячеек должны быть закрепленные, т. е. 
содержать знак $ в адресе) и нажмите одновременно <Shift> + 
+ <Ctrl> + <Enter>.
По полученным результатам постройте график. Используйте 
«мастера диаграмм», выделите блок данных с частотами в каче­
стве исходных данных, а границы классов используйте для под­
писи оси X (рис. 16). Проделайте подобные действия для других 
параметров. Разбиение на классы можно выполнить с любым 
шагом. Количество классов определяет исследователь по своему 
усмотрению.
Классы SEPALLEN
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Рис. 16
Данные, подготовленные в EXCEL, легко сортируются. При 
этом необходимо следить, чтобы не нарушалась связь между от­
дельными параметрами одного наблюдения. Для выполнения сор­
тировки выделите все данные, соответствующие наблюдениям, 
кроме порядкового номера записи, и выполните команды «Дан­
ные» «Сортировка» (рис. 17).
Сортировка диапазона
Сортировать по
Щ
I SEPALLEN 3  ^  00
по убыванию
Затеи по —г— *— — -------------------
I SEPAL WID 3  00
С поубыванию
В последнюю очередь, по -------------------
** 00 возрастанию 
f  поубыванию
Идентифицировать поля по — — -------------
(* подписям (первая строка диапазона)
С обозначениям столбцов листа
Параметры... ОК Отмена
Рис. 17
Задайте столбец для сортировки и клавишей <ОК> выполни­
те ее.
При необходимости можно таблицу развернуть, так чтобы стро­
ки стали столбцами. Для этого на свободном пространстве выде-
ляется блок, в котором количество столбцов равно количеству строк 
в исходной таблице, а количество строк в этом блоке соответству­
ет числу столбцов исходной таблицы. В нашей таблице это 31 стол­
бец и 6 строк. Затем выбирается функция ТРАНСП (массив ис­
ходных данных) (рис. 18).
Рис. 18
В окне «Массив» указывается область с исходными данными 
с фиксацией знаком $. Не закрывая этого окна, нажимаем одно­
временно три клавиши: <Shift> + <Ctrl> + <Enter>.
В выделенном блоке появится перевернутая таблица (рис. 19).
0 і 1 • 2 ! 3 4 5
SEPALLEN 1 5 6.4 1! 63
CO 6,3
1 SEPALWID 1 33 23 iI 23 3,1 2,8
PETALLEN ! 1,4 53 ! 43 53 5,1
PETALW1D I 0,2 22 !i 13 2,4 13
IRISTYPE 1 SETOSA VIRGINIC VERSICOl VIRGINIC VIRGINIC
Рис. 19
Сохраните результаты на дискете, распечатайте таблицу, гра­
фики. Подготовьте отчет.
Представление результатов. Описать проделанный экспери­
мент, представить результаты наблюдений и расчетов, сделать 
вывод о характере реакции организма на указанные факторы.
Работа 4
Обработка результатов в системе STATISTICA, 
расчеты с использованием функций, 
корреляционный и регрессионный анализ
Использование специального программного обеспечения: ста­
тистические модули системы STATISTICA, обработка информа­
ции. Обмен данными с различными программными средствами.
Цель работы: научиться вводить, переносить данные, исполь­
зовать статистические модули, уметь иллюстрировать данные гра­
фиками, оценивать степень взаимного влияния, вычислять матри­
цу корреляции, строить регрессионную модель.
Техническое и программное обеспечение: персональный ком­
пьютер, дискеты, WINDOWS, антивирусная система, система 
STATISTICA.
Содержание работы . По результатам статистического опроса 
получены сведения: пол, возраст, образование (0 -  нет, 1 -  сред­
нее, 2 -  высшее), доход.
GENDER AGE EDUCAT INCOME
PETROV MALE 32 2 12000
KOMAROVA FAMALE 23 1 2500
STATISTOV MALE 41 2 6000
FAILOVA FAMALE 19 1 1700
THASOV MALE 56 0 3000
IVLEV MALE 45 1 3000
KONEV MALE 32 1 4000
VIHREV MALE 51 2 8900
MININA FAMALE 23 1 4000
USTYANCEVA FAMALE 26 1 3500
KISLOV MALE 21 2 10000
VASINA FAMALE 31 2 9600
EVSTIGNEEVA FAMALE 30 1 2000
FISHKIN MALE 33 0 3000
TOKAREV MALE 24 1 2700
1. Внести данные, выбрав удобный формат.
2. Определить средние значения, дисперсию, стандартное от­
клонение, ошибку.
3. Вычислить корреляцию, построить и исследовать регресси­
онную модель.
4 Графически отобразить показатели.
5. Результаты оформить, распечатать и сохранить на дискете.
План выполнения работы . Включите компьютер и запустите 
программу STATISTICA, внесите данные в таблицу. Рекомендуется 
использование латинского шрифта, так как при построении графи­
ков плохо воспринимается кириллица. Для управления строками 
используется понятие CASES (случаи), столбцами -  VARS (пере­
менные). Они добавляются командой ADD. Стандартные обозна­
чения заменяются после вызова двойным щелчком по имени пе­
ременной или случая (рис. 20).
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Рис. 20
Здесь можно изменить имя, тип данных, ширину колонки, за­
дать формулу для расчетов (рис. 21).
В этом окне вместо стандартной нумерации можно внести 
фамилии тестированных лиц (рис. 22).
Затем можно приступать к расчетам. Воспользуйтесь коман­
дой меню <Analysis> (рис. 23).
Для вычисления статистических характеристик воспользуйтесь 
пунктом Descriptive statistics -  частотные статистики, задайте имена 
переменных, для которых вы хотите выполнить расчеты, выбери-
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те в новом окне кнопку <More statistics> и установите галочки 
у тех характеристик, которые вам нужны (рис. 24).
После выбора статистик кнопкой <ОК> выполните расчеты. 
Результаты будут представлены в таблице (рис. 25). 
Проанализируйте полученные результаты.
Проверьте, существуют ли какие-либо зависимости. Вычисли­
те матрицу корреляции (рис. 26).
I§ ? Основная статистика м таблицы e duca tioU H E
Быстрый j I B  f f l  I 
1Отмена
Correlator matnces
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ІЦ  Hest. independent, by groups 
Jp] Hest. independent, by variables 
p i  Hest dependent samples 
! x  Hest. single sample
ЙЦ5Ыгьдани{
Sw 5 j < 5  w |
Breakdown b oneway ANOVA 
Щ  Таблицы частот 
^ T a b le s  and banners 
^Табльци ответов
(5a  Tесты расхождения г, X. усре 
V *  Probabity calculator
................. . .....
Рис. 23
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Рис. 26
В таблице выделены факторы, соответствующие наиболее до­
стоверным результатам. Видно, что существует зависимость дохо­
да от образования (коэффициент 0,79 означает прямую и высокую 
зависимость).
Для анализа характера зависимости воспользуемся модулем 
Multiple Regression, в который переключимся через меню Analysis 
(рис. 27).
(С оста вная  линейная регрессия: education Ш |
Быстрый j Расширенный j
[cQ Variables |
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Зависимая величина -  доход, независимая величина -  образо­
вание (рис. 28).
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Рис. 28
Продолжим процесс и проанализируем результаты (выберите 
кнопку [3]) (рис. 29).
щ Анализ остатков: education
подчиненныйІЫС ОМЕ Умножение R ,76586171 Р * 9,930466
R?: ,58654416 df * 1,7
Число случае*:9 adjusted R?: ,52747904 р * ,016124
Standard error of estimate: 2335,5081276
Разрм*: 240,62500000 Std.Error: 1702,279 t( 7) = ,1413S p < ,8916
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Рис. 29
В этой таблице представлены наблюдаемые, предсказанные 
езультаты и остатки (рис. 30).
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Рис. 30
Характер результатов можно проверить по графику остат­
ков, они должны быть хаотичны, без явных закономерностей 
(рис. 31).
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Рис. 31
Данные можно посмотреть на различных графиках (рис. 32, 33). 
Здесь представлены диаграмма и боксовый график, минималь­
ные и максимальные значения и середина распределения в ука-
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Рис. 33
занном объеме данных. Сохраните результаты расчетов и анализа, 
распечатайте таблицы и графики, подготовьте отчет.
Представление результатов. Сделать выводы о характере 
доходов в зависимости от возраста, пола, образования. Предста­
вить расчеты, графики, данные в виде файлов.
Обработка результатов в системе STATISTICA, 
расчеты с использованием модулей факторного, 
кластерного и дискриминантного анализа
Цель работ ы : изучение методов факторного, кластерного 
и дискриминантного анализа и их использование в оценке резуль­
татов эксперимента.
Содержание работы. Рассмотрим результаты наблюдений. 
В таблице приведены сведения о соотношениях количественных 
характеристик мятлика лугового.
scmena dlmctelki h_gencr tsk ler psosud dlsosud shsosud koloskol
310 109 700 0,0057 16 0,124 0,111 155
416 111 945 0,0073 17 0,127 0,124 181
274 88 745 0,0065 14 0,126 0,118 137
224 95 840 0,0032 17 0,114 0,107 112
258 85 910 0,0042 23 0,111 0,117 152
256 90 790 0,0052 19 0,134 0,128 133
214 90 860 0,0063 14 0,139 0,126 126
294 114 930 0,0073 14 0,141 0,109 147
320 110 795 0,0066 16 0,149 0,123 188
220 97 845 0,0068 13 0,139 0,118 185
392 108 990 0,0061 14 0,142 0,121 110
438 116 1030 0,0057 15 0,155 0,115 196
388 120 990 0,0072 14 0,157 0,115 219
294 127 1010 0,0065 13 0,158 0,132 194
302 128 1009 0,0067 15 0,181 0,131 193
1. Необходимо выяснить: существует ли зависимость между 
отдельными параметрами.
2. Определить количество групп (факторов), оптимально до­
пустимых в анализе.
3. Определить, какие параметры образуют устойчивые группы 
(факторы).
4. Выбрать параметры, оказывающие максимальное влияние 
в группе.
5. Используя методы регрессионного анализа или нелинейно­
го оценивания, построить модель.
6. Оценить модель, сравнивая наблюдения и предсказания 
по этой модели.
7. Используя модуль кластерного анализа, построить дендро­
грамму измеренных признаков.
8. Сравнить полученные ранее данные с деревом.
9. Результаты предоставить в отчете. Сохранить результаты 
в файле, распечатать полученные таблицы, графики.
План выполнения работы. Загрузите систему STATISTICA 
и внесите наблюдения в таблицу. Выровняйте с помощью логариф­
мирования данные. Оцените дисперсию и стандартное отклонение. 
Сохраните все в файле. Откройте модуль факторного анализа с эти­
ми данными. Выберите в качестве исходных данных логарифми­
рованные величины и те, которые не нуждались в логарифмиза- 
ции. Просмотрим результаты (рис. 34).
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Рис. 34
Оцените количество групп-факторов с помощью кнопки гра­
фика <Scree plot> (рис. 35).
Здесь по горизонтальной оси указаны количество групп, по вер­
тикальной -  оси соответствующие им собственные значения. Вы­
бранное число групп оправданно, если его собственное значение 
больше 1. Исходя из результатов графика, выбираем количество 
групп факторов 2. Факторный анализ использует метод главных 
компонент, который выбирает направление векторов с помощью 
нормализации разными способами. Если различные методики от-
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Рис. 35
носят одни и те же признаки в одинаковые группы, то мы получи­
ли устойчивую комбинацию признаков. Степень влияния этих при­
знаков в группе-факторе характеризуют факторные нагрузки (кноп­
ка <Factor loadings>). См. таблицу (рис. 36).
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Рис. 36
Из полученных результатов следует, что параметры: количе 
ство семян, длина метелки, высота генеративного побега -  отнесс 
ны к первой группе-фактору, а толщина стенок, длина сосудистой
пучка, количество пучков относятся ко второму фактору. Количе­
ство пучков разъединятся со своей группой, так имеет отрицатель­
ный коэффициент, т. е. влияет противоположно, чем два других 
параметра: толщина стенок, длина сосудистого пучка.
Посмотрим, как эти факторы сгруппированы на графике, здесь 
в качестве осей выбраны факторные нагрузки для первого и вто­
рого факторов. Они были помечены в таблице цветом как досто­
верно оказывающие влияние (рис. 37).
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Оценим влияние этих параметров на количество семян. Вос­
пользуемся модулем нелинейного оценивания. Укажем исходные 
данные (рис. 38).
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Запустим процедуру кнопкой <ОК>; когда метод достигнет 
заданной точности, процедура завершится (рис. 39).
Рис. 39
Сравним полученные и предсказанные значения в двух табли­
цах (рис. 40).
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Скопируем результат прогноза и выполним обратную опера­
цию экспонирования, по полученным результатам построим гра­
фик (рис. 41).
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Рис. 41
Аналогичным образом оценим влияние второй группы призна­
ков на количество семян. Выполним соответствующие расчеты 
и построения.
Оценим иерархию признаков с помощью кластерного анали­
за. Откроем модуль кластерного анализа и укажем данные, выбе­
рем в качестве результата дендрограмму (рис. 42).
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Рис. 42
Выберем форму дерева и посмотрим на результат (рис. 43). 
По вертикали показывается степень различия влияния отдель­
ных признаков; чем ближе по степени влияния признаки, тем мень­
ше различия.
Рис. 43
Проанализируйте все полученные результаты, распечатайте 
таблицы, обосновывающие ваши выводы, постройте графики, со­
храните информацию в файлах на дискете, подготовьте отчет.
Представление результатов. Проанализировать результаты, 
сделать выводы, представить таблицы с результатами, графики 
и файлы.
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